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1. Einleitung 
 
1.1. Calcium und das endoplasmatische Retikulum 
 
1.1.1. Die Rolle Calciums in den Signalkaskaden der Zelle 
 
  Das divalente Kation Calcium hat durch seine Rolle als sekundärer Botenstoff auf viele 
physiologische wie biochemische Prozesse des zellulären Lebens einen Einfluss. Hier wären 
zu nennen: Exozytose, Bewegung, Apoptose, Transkription und Reizweiterleitung    
(Berridge, 2000; Clapham, 2007). Um eine gezielte Weiterleitung von Signalen auf     
Calcium-Basis zu gewährleisten, muss das Signal stark lokal wie zeitlich moduliert werden. 
Nach Meldolesi und Pozzan (1998) verwendet die Zelle daher das endoplasmatische 
Retikulum (ER) und die Mitochondrien als Calcium-Speicher. Durch diese Speicherung 
entsteht ein Ca2+-Ionengradient von 3 bis 4 Größenordnungen innerhalb der Zelle (Yu und 
Hinkle, 2000). Die Calcium-Konzentration im Cytosol entspricht hierbei ca. 5 - 100 nM, 
wohingegen im ER-Lumen (~ 500 µM) wie im extrazellulären Raum höhere Konzentrationen 
vorliegen (Yu und Hinkle, 2000; Alvarez und Montero, 2002). Die Erhaltung dieses 
Gradienten wird durch diverse Transportvorgänge und –proteine gesteuert (Clapham, 2007; 
vgl. Abb. 1.1.). Eine Veränderung der cytosolischen Calcium-Konzentration auf                 
500 – 1000 nM aufgrund von Stimulation ist daher ein Auslöser von Signalkaskade über 
Calmodulin und Troponin C. Der Einsatz von Calcium-Pumpen (z.B. SERCA) reduziert die 
Calcium-Konzentration im Cytosol durch das ATP-abhängige Einpumpen von Calcium in das 
Lumen des endoplasmatischen Retikulums. Hierdurch wird das Calcium-Signal wieder 
abgeschwächt. Durch diese „ON“ und „OFF“ Mechanismen ist die Zelle in der Lage die 
Signale individuell zu variieren (Calbiochem, 2006).  
 
  Nach Kiselyov et al. (2006) sowie Laude und Simpson (2009) ist jedoch nicht nur eine 
räumliche Trennung für die Signalweiterleitung durch Calcium notwendig, sondern auch eine 
zeitliche (Abb. 1.2.A.). Unterschiedliche Effekte z.B. die Exocytose benötigen unterschiedlich 




































Abb. 1.2.: von Laude und Simpson (2009): räum
Signals als auch Freilassungsereignisse (B).
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: Calcium-Konzentrationen und –Netzwerk in der Säugerzelle.




(A) eines Calcium 
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  Calcium-Signale erfolgen in Form von lokalen Ausschüttungsereignissen, die sich ausbreiten 
und ab einer bestimmten Schwelle zu einer Calcium-Welle und somit zu einem Signal in der 
Zelle führen. Gezeigt in Abb. 1.2.B. ist das Beispiel eines Ausschüttungsereignisses für den 
Inositol-2,3-triphosphat-Rezeptor (IP3R), das auch für den Ryanodin-Rezeptor (RyR) gilt. 
Hierbei hydrolysiert Phospholipase C Phosphatidyl-Inositolbisphosphat nach Stimulierung 
eines Zellmembran-Rezeptors wie z.B. NMDA-, Cav-, TRP-Rezeptoren, aber auch durch 
CRAC (STIM / ORAi System), zu IP3. Bei dem RyR System hingegen wird auf die 
Stimulation eines Zellmembran-Rezeptores cADP-R durch die ADP Ribosylzyklase CD38 
freigesetzt (Berridge et al., 2003; Clapham 2007). Nach Laude und Simpson (2009) bindet 
daraufhin IP3 an die IP3Rs in der ER-Membran und öffnet einen Kanal abhängig von der 
Konzentration an Calcium und IP3. Die kleinste Einheit hierbei ist die Öffnung eines IP3R, ein 
„blip“ (oder „quark“ bei RYR) für 200 ms mit einer Amplitude von weniger als 30 nM sowie 
einer geringen Reichweite (µm). Die folgende Gruppe entspricht dann einem „puff“         
(oder „spark“) bei dem mehrere Rezeptoren beteiligt sind. Hierbei umfasst das Ereignis einen 
Zeitraum von ca. 500 ms, eine Amplitude von 200 nM sowie eine Reichweite von 6 µm. Bei 
der räumlichen und zeitlichen Summierung mehrerer „puffs“ ergibt sich eine Calcium-Welle, 
die sich schnell über die Zelle bewegt. Man spricht in diesem Zusammenhang von einem 
saltatorischen Mechanismus der Signalweiterleitung. Die Kombination von cytosolischen 
Puffern und Rückführungsmechanismen erlaubt der Zelle dabei eine Steuerung der 
Signalrichtung. Die transiente Form sowie die Frequenz der Calcium-Welle (Calcium-
Oszillation) stellen hierbei den Informationsgehalt des Signales dar (Berridge et al., 2003; 
Berridge, 2006). Die beiden Rezeptortypen IP3R und RyR sind Beispiele für Calcium 
entlassende Rezeptoren im endoplasmatischen Reticulum. Für die Rückführung von Calcium 
in das endoplasmatische Retikulum als Calciumspeicher, dient ein ATP verbrauchender 
Transporter, die Sarco/Endoplasmatische Calcium ATPase (SERCA) Pumpe. Der vorab 
genannte Calcium-Gradient wird durch ein ununterbrochenes Wechselspiel von SERCA und 
einem basalen Leckstrom im Ruhezustand der Zelle aufrecht erhalten (Camello, 2002; 
Wytach, 2002). Für den Leckstrom von Calcium aus dem ER werden verschiedene Proteine 
verantwortlich gemacht: Tu (2006) sieht Presenilin als Auslöser des Leckstroms,           
Vanden Abeele (2006) Pannexin 1, Verbert (2008) eine trunkierte Form des IP3R Typ 1, 
Chami (2008) SERCA 1, Pinton und Rizzuto (2006) das anti-apoptotisch wirkende Bcl2,           
Guinti (2007) einen Kationenkanal und verschiedene Arbeitsgruppen den Sec61p-Translokon-
Komplex des ERs (vgl. 1.1.4.).   
 1. Einleitung   
~ 4 ~ 
1.1.2. Calcium-Homeostase und neuronale Erkrankungen 
 
  Da das ER verantwortlich ist für die posttranslationale Modifizierung von Proteinen, hat es 
ein hochentwickeltes, qualitatives Kontrollsystem entwickelt. Die Anhäufung von 
ungefaltetem Protein oder die Überexpression von Proteinen führen zu einer Stressantwort des 
endoplasmatischen Retikulums: der „unfolded protein response“ (UPR; Austin, 2009) bzw. 
die „endoplasmic reticulum overload response“ (EOR). Die UPR verfolgt zwei Ziele: 1. Den 
Stop der Proteinsynthese durch Anhaltung der Proteinsynthese über die Translokon-Pore 
sowie die Aktivierung der Signalwege, die zu einer Erhöhung der molekularen Chaperone 
führen und 2. bei Nichterreichen eines neuen Equilibriums bei der Rückfaltung der entfalteten 
Proteine die Einleitung der Apoptose. Wie vorab schon erwähnt hängen viele Enzymkaskaden 
im Cytosol wie auch im Lumen des endoplasmatischen Retikulums letztendlich von der 
Konzentration an Calcium ab. Es wurde daher ein Zusammenhang zwischen               
Calcium-Homeostase, dem Stress des endoplasmatischen Retikulums und neurodegenerativen 
Erkrankungen impliziert (Verkhratsky, 2005). Es konnte durch Paschen et al. (1996, 2001, 
2003) gezeigt werden, dass eine Depletion der Calcium-Speicher des endoplasmatischen 
Retikulums die Hochregulierung von ER-Stressmarkern hervorruft, neuronalen Zelltod 
einleitet und, dass die Inhibition einer Calcium-Freisetzung aus dem ER-Lumen gegen 
Neurotoxizität schützt.  
 
  Der Ausstrom von Calcium aus dem ER scheint ebenfalls eine Rolle bei der Ischämie der 
weißen Masse des Gehirns zu spielen (Ouardouz et al., 2003). Es konnte bei Experimenten 
mit Zellen der „dorsal columns“ aus Ratte gezeigt werden, dass ischämischer Schaden nur bei 
einem Ausstrom von Calcium aus dem Lumen des ER auftrat. Weiterhin konnte der Schaden 
durch einen Anstieg der Calcium-Konzentration unter Nutzung von Thapsigargin oder durch 
Hemmung des Calcium induzierten Calcium Austritts (CICR) durch Ryanodin gesteigert 
werden (Ouardouz et al., 2003). Kamai et al. (2000) zeigten in in vivo Experimenten, dass die 
Fomalin induzierte nozizeptive Antwort bei diabetischen Mäusen durch Ryanodin und 
Thapsigargin modifiziert werden kann. Dies spricht für eine Beteiligung des ER-lumenalen 
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  Die Anhäufung von Glycosylceramid aufgrund einer Mutation des Gens für 
Glucocerebrosidase, welche zu einer verringerten Aktivität des Enzyms führt, fördert die 
Neurodegeneration im ZNS. Diese Erkrankung ist unter Gaucher Krankheit bekannt       
(Bardo et al., 2002). Im Verlauf dieser Gangliosidose erhöht sich die Anzahl der tubulären 
Elemente des ER und zeigt sich ein erhöhter Ausstrom an Calcium aus dem ER infolge von 
Koffein oder metatroper Stimulierung (Korkotian et al., 1999). Zudem zeigten sich 
hypocampale Neuronen mit reduzierter Glucocerebrosidase verwundbarer gegenüber 
excitotoxischem Schock, was durch Zugabe von Ryanodin gestoppt werden konnte. Daher 
kann eine Umgestaltung der ER-Calcium-Homeostase und damit einer Erhöhung der 
Calcium-Konzentration im ER als Schlüsselelement dieser Erkrankung betrachtet werden. 
 
  Eine weitere Erkrankung bei der die Calcium-Homeostase des ER eine Rolle spielt, ist die 
Alzheimer-Krankheit (Khachaturian, 1987). Die Alzheimer-Krankheit, als Form einer senilen 
Demenz, ist gekennzeichnet durch das Entstehen von Plaques durch Aggregate des Amyloid 
β-Peptides in der Hirnmasse und dem Auftauchen von fibrillösen Strukturen des Protein Tau 
im neuronalen Cytoplasma. Es konnte durch Murray et al. (1992) gezeigt werden, dass 
Neuronen mit fibrillösen Strukturen über erhöhte Mengen an freiem wie gebundenem 
Calcium verfügen. Gleichzeitig erhöhte sich auch die Aktivität Calcium-abhängiger Proteasen 
(Nixon et al., 1994). Eine Erhöhung des Calcium-Ausstroms aus dem ER, infolge der 
Aktivierung von IP3R und RyR wie auch eine Erhöhung der Proteinmenge an GRP78, konnte 
ebenfalls in Verbindung mit der Alzheimer-Erkrankung gebracht werden (Guo et al., 1996, 
1999; Chan et al., 2000; Smith et al., 2002; Herms et al., 2003; Stutzmann et al., 2004; 
Verkhratsky, 2005). Die Änderung der Calcium-Homeostase des ER scheint daher eine 
direkte Auswirkung auf die Alzheimer Krankheit zu haben. Allerdings verbleibt die Frage: 
Erfolgen die Änderungen der ER-Calcium-Homeostase vor Bildung der Aβ-Peptide oder ist 
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  Weitere Erkrankungen mit einer gestörten Calcium-Homeostase sind u.a. neuronale 
Traumata, bei denen die Homeostase durch mechanische Beanspruchung gestört wird    
(Weber et al., 2002); die Parkinson-Krankheit, für die gezeigt werden konnte, durch              
6-Hydroxydopamine oder 1-Methyl-4-Phenyl-Pyridinium, Verursacher einer neuronalen 
Schädigung wie die der Parkinson-Krankheit, eine UPR einleiteten (Ryu et al., 2002; 
Takahashi und Imai, 2003); wie auch die Huntington-Krankheit, deren Neuropathologie auf 
einer Mutation im Protein Huntingtin herrührt, welches den IP3R gegenüber IP3 stärker 
sensitiviert (Tang et al., 2003).  
 
  Das Wolfram-Syndrom, eine Krankheit, die auf Mutationen des Wolfram-Syndrom-Gens 
(WFS1) beruht (Ala127Thr, Ala134Thr und Arg178Pro), scheint ebenfalls eine Störung der 
Calcium-Homeostase hervorzurufen (Yurimoto et al., 2009). Wolframin, das durch WFS1 
codierte Protein konnte mit Calmodulin, einem Calcium bindenden Protein des Cytosols, 
chromatographisch aufgereinigt werden. Die Mutationen des WFS1 Gens inhibieren dabei die 
Bindung von Calmodulin an Wolframin. Da diese Bindung Calcium-abhängig ist, scheint 
Wolframin durch Calmodulin reguliert zu werden. Osman et al. (2003) konnten zeigen, dass 
eine Überexpression von Wolframin die cytosolischen Konzentration an Calcium erhöhen. 
Wolframin scheint daher mit der Calcium-Kanal-Aktivität der ER-Membran verbunden zu 
sein, ob als neuartiger Calcium-Kanal oder als Regulator der Aktivität der vorhandenen      
ER-Kanäle in Bezug auf Erhaltung der intrazellulären Calcium-Homeostase. 
 
  Die Erhaltung der Calcium-Homeostase und vor allem die strigente Kontrolle der 
cytosolischen Calcium Konzentration spielt in Blick auf die vorab genannten Erkrankungen 
eine wichtige Rolle. Der in 1.1.4. vorgestellte Leckstrom spielt in diesem Zusammenhang 
eine große Rolle, da er eine wichtige Teilkomponente der Calcium-Homeostase darstellt. Jede 
Störung des Leckstroms führt daher zu schweren Folgen für die Zelle. Daher wird auch eine 
enge Regulierung des passiven Ausstroms von Calcium aus dem ER gefordert. An dieser 
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1.1.3. Das endoplasmatische Retikulum und der Sec61p-Translokon-Komplex 
 
  Zellen werden definiert durch membranöse Grenzen, die einen selektiven Austausch von 
Molekülen und Information zwischen wässrigen Umgebungen regulieren                     
(Schnell und Hebert, 2003). Die Plasmamembran der Zelle, aber auch die Membranen der 
zellulären Kompartimente, wie das ER, besitzen eine Vielzahl an komplexen 
Transportsystemen, die eine gerichtete Bewegung von Molekülen und Information 
gewährleisten. Diese Transportsysteme werden häufig als Translokon-Komplexe bezeichnet, 
da sie sich aus verschiedenen Proteinen zusammensetzen, die innerhalb des Komplexes 
verschiedene Aufgaben übernehmen. Alle Translokon-Komplexe verfügen über eine 
intrinsische Signalerkennung, welche als Bindungsstelle für die Signale der zu 
transportierenden Substrate dient (Schatz und Dobberstein, 1996). Zudem bilden die 
Komplexe selektiv permeable, proteindurchlässige Kanäle aus, die den Transport der 
Substrate zu ihrem Ziel vermitteln. Schließlich muss eine „treibende“ Kraft mit dem Komplex 
verknüpft sein, um die Substrate durch den Kanal zu translozieren. Dies wird meist durch eine 
Assoziierung mit molekularen Chaperonen erreicht. 
 
  Das endoplasmatische Retikulum ist für die posttranslationale Modifizierung von Proteinen, 
sowie den selektiven Transport von Proteinen zu verschiedenen Zielpunkten verantwortlich. 
Der co- oder posttranslationalen Transport von Proteinen in das ER erfolgt hierbei durch den 
Sec61p-Translokon-Komplex (Johnson und van Weas, 1999). Der Komplex wird gebildet von 
den Untereinheiten Sec61αp, Sec61βp, Sec61γp und TRAMp („translocating chain-associated 
membrane protein“) (Panzner et al., 1995; Rapoport et al., 1996). Weiterhin sind die Proteine 
Sec62p, Sec63p und ERj1p mit dem Translokon-Komplex assoziiert. Sec63p (Skowronek et 
al., 1999; Meyer et al., 2000; Tyedmers et al., 2000) und ERj1p (Dudek et al., 2002) stellen 
dabei J-Domänen-Proteine dar, die auf der lumenalen Seite des ERs mit BiP, dem 
Säugerhomolog des Hefeproteins Kar2p, einem Chaperon aus der HSP70-Familie, 
interagieren. BiP wurde als treibende Kraft beim post-translationalen Transport nachgewiesen 
und versiegelt beim co-translationalen Transport das Translokon von der luminalen Seite 
(Haigh und Johnson, 2002; Alder et al., 2005). Abbildung 1.3. zeigt den Translokon-Komplex 


































Abb. 1.4.: von Alder et al. (2009): Verschluß des Sec61p
Schritt 1 zeigt wie ADP gebundenes BiP das lumenale 
dem SBD und einer Translokon
Domänen-Protein verschließt. 
Ribosomes an das Translokon
durch BiP, nachdem die naszierende Kette ein
ATP gebundene Konfiguration angenommen hat. 
des Substrates das Ribosomfreie Translokon wieder durch BiP verschlossen wird.
BiP Mutanten blockiert wurden, sind markiert.
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  Alder et al. (2005) konnten zeigen, das BiP während seines ATPase-Zyklus den          
Sec61p-Translokon-Komplex verschließt. Für den Verschluss der Translokationspore muss 
BiP eine ADP-gebundene Konformation einnehmen. Eine anschließende Öffnung der Pore 
erfordert eine ATP-gebundene Form des BiP, welche eine erneute Änderung der 
Konformation von BiP einleitet. Weiterhin benötigt BiP für den Verschluss der 
Translokationspore neben seiner ADP-gebundenen Konformation auch die Interaktion mit 
den J-Domänen-Proteinen des Sec61p-Translokon-Komplexes. Daher beruht nach                   
Alder et al. (2005) der Verschlußmechanismus auf dem Prinzip der Assoziierung und 
Dissoziierung eines HSP70 Chaperons zu seinem Substrat (vgl. Abb. 1.4.). Haigh und 
Johnson (2002) kommen zu einem ähnlichen Modell für den Verschluß der Translokon-Pore 
durch BiP. 
 
1.1.4. Der Calcium-Leckstrom des endoplasmatischen Retikulums 
 
  Wie schon unter 1.1.1. angesprochen wird der Calcium-Gradient im Ruhezustand der Zelle 
durch SERCA und einen basalem Leckstrom aufrecht erhalten (Camello, 2002; Wytach, 
2002). Für den Leckstrom von Calcium aus dem ER wurden dabei verschiedene Proteine 
verantwortlich gemacht wie Presenilin, die Pore des Sec61p-Translokon-Komplexes u.a. 
(Pinton und Rizzuto, 2006; Vanden Abeele et al., 2006; Guinti et al., 2007;                     
Nelson et al., 2007; Verbert et al., 2008; Chami et al., 2008; Tu et al., 2008;                    
Amer et al., 2009). Bereits 2001 konnte jedoch von Heritage und Wonderlin gezeigt werden, 
das der Sec61p-Translokon-Komplex durchlässig für neutrale und polare Moleküle ist. Die 
Pore des Translokon-Komplexes ist dabei in einem nicht translozierenden Zustand, jedoch an 
ein Ribosom gekoppelt. In diesem Zustand besitzt die Pore einen Durchmesser von ca. 20 Å. 
In diesem Zustand konnten Heritage und Wonderlin (2001) den Farbstoff                                
4-Methyl-Umbelliferyl-α-D-Glucopyranosid (4MαG) in das ER über das mit einem Ribosom 
besetzte Translokon einschleusen. Der Farbstoff selbst wird nur durch die ER-lumenale α-
Glucosidase II aktiviert. Wie auch Johnson und van Weas (1999) sowie Johnson (2003) 
fordern Sie einen Verschluß der Pore durch BiP zum Erhalt der Permeabilitätsbarriere. In 
ihrem Versuch verweisen sie jedoch darauf, dass Ionen oder geladenen Moleküle unabhängig 
von BiP durch die Pore diffundieren können. Dass die Permabilität des ER dynamisch an die 
Protein-Synthese gekoppelt ist, konnte 2003 durch Roy und Wonderlin bestätigt werden: 
wenn die naszierende Kette durch Puromycin oder Pactamycin vorzeitig von dem Ribosom-
Translokon-Komplex entlassen wird, erhöht sich die Permeabilitat für 4MαG um 20 – 30%.  
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  Der Einsatz von Cycloheximid hingegen hemmte die Permeabilität. Roy und Wonderlin 
(2003) folgerten daher, dass kleine Moleküle nach Entlassung der naszierenden Kette durch 
den noch offenen Ribosom-Translokon-Komplex diffundieren können. Diese Erkenntnisse 
konnten 2003 durch Le Gall et al. bestätigt werden. 
 
  Dass der Ribosom-Translokon-Komplex den Calcium-Leckstrom aus dem ER vermittelt, 
konnte 2004 durch Van Coppenolle et al. durch Messung der Fluktuationen der cytosolischen 
wie lumenalen Calcium-Konzentrationen durch „fura-2“ und „mag-fura-2“                       
(Calcium bindende, fluoresziierende Farbstoffe) nachgewiesen werden. Eine Behandlung mit 
Puromycin reduzierte die lumenale Calcium-Konzentration, auch in Anwesenheit von 
Heparin und Ryanodin. Bei Vorbehandlung durch Anisomycin (einem Inhibitor der Peptidyl-
Transferase) konnte die Wirkung von Puromycin aufgehoben werden. Da der Effekt von 
Puromycin spezifisch für den Sec61p-Translokon-Komplex ist, folgerten                              
Van Coppenolle et al. (2004), dass das Translokon die Hauptkomponente des Calcium-
Leckstroms darstellt. Kopach et al. (2005) konnten in Acinar-Zellen zeigen, dass der 
Calcium-Leckstrom in Anwesenheit von Thapsgargin, Heparin und Ruthenium Rot 
unverändert bleibt. D.h., dass der Leckstrom nicht über SERCA, IP3R oder RYR vermittelt 
wird. Bei Zugabe von Puromycin hingegen ergab sich eine Intensivierung des Calcium-
Leckstroms. Dies weist, wie die Erkenntnisse von Roy und Wonderlin (2003), Le Gall (2003) 
und Van Coppenolle (2004), auf eine Beteiligung des Sec61p-Translokon-Komplexes hin. In 
neuerer Zeit konnten Giunti et al. (2007) und Amer et al. (2009) eine Beteiligung des                
Sec61p-Translokon-Komplexes bei Calcium-Leckstrom aus dem ER direkt nachweisen. 
 
  Damit wird übereinstimmend ein System aufgestellt, indem der Calcium-Leckstrom über 
den einen substratfreien Ribosom-Translokon-Komplex vermittelt wird. Es konnte in den 
letzten Jahren zudem nachgewiesen werden, dass nach dem Ende der Translokation einer 
naszierenden Proteinkette die Ribosomen teilweise mit dem Translokon assoziiert blieben 
(Borgese et al., 1973; Seiser und Nicchitta, 2000; Potter und Nicchitta, 2002; Schaletzky und 
Rapoport, 2006). Flourakis et al. (2006) bzw. Ong et al. (2007) konnten im Zusammenhang 
mit den Erkenntnissen aus 1.1.2. eine physiologische Beziehung zwischen dem                 
Calcium-Leckstrom und der Induzierung von „store operated calcium entry“ (SOCE) 
Prozessen aufzeigen. 
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  Es konnte durch Erdmann (2009) via elektrophysiologischen Messungen gezeigt werden, 
dass der Sec61p-Translokon-Komplex Calcium-Ionen über eine Membran leitet. Zudem 
blockiert Calcium-Calmodulin den Sec61p Kanal unter co-translationalen Bedingungen. Bei 
Zugabe von EGTA zu dem Versuchsaufbau konnte kein Calmodulin-Effekt beobachtet 
werden. Calmodulin scheint daher ein Modulator des Calcium-Leckstroms des                  
Sec61p-Translokon-Komplexes zu sein. Calmodulin ist ein Calcium-bindendes 
regulatorisches Protein des Cytosols, welches in allen Eukaryonten hochkonserviert vorliegt 
(Copley et al., 1999). Es spielt dabei vor allem in Calcium-abhängigen Signalkaskaden eine 
wichtige Rolle. Calmodulin gehört zur Familie der EF-Hand-Proteine, die durch ein             
„helix-loop-helix“ Motiv gekennzeichnet sind über das Calcium-Ionen gebunden werden        
(vgl. Strynadka und James, 1989). Im Rahmen eines Co-Immunpräzipitationsversuches mit 
rauen Mikrosomen des Pankreas für Sec63p, ein J-Domänen-Protein, welches mit dem 
Sec61p-Translokon-Komplex assoziiert, fanden Tyedmers et al. (2005) eine Assoziation von 
Sec63p mit Calumenin, einem ER-lumenalen EF-Hand-Protein. 
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1.1.5. Die Familie der CRECs 
 
  Wie schon unter 1.1. erwähnt, spielt Calcium eine sehr wichtige Rolle als sekundärer 
Botenstoff. Eine Regulierung der Calcium-Konzentration im Lumen des ERs oder im Cytosol 
findet über hoch affine Calcium bindende Proteine wie Troponin C, Calmodulin oder 
Parvalbumin statt (Honoré und Vorum, 2000). Eine gemeinsame Eigenschaft all dieser 
Proteine ist das EF-Hand-Motiv, ein „helix-loop-helix“ Motiv aus ca. 12 Aminosäuren, die 
koordiniert Calcium mittels den Sauerstoffatomen mehrerer saurer Seitenketten wie auch 
einem Carbonyl-Sauerstoffatom einer Peptidbindung in dem „loop“ komplexieren          
(Kretsinger et al., 1973 und 1987). Die zur Bindung wichtigen Aminosäuren des Motivs 
entsprechen dem folgenden Schema: X (1) = D, Y (3) = D oder N, Z (5) = D, N oder             
S, -Y (7) = G, –X (9) = n* und –Z (12) = E; wobei n* eine beliebige nicht aromatische, 
Sauerstoff bindende Aminosäure wie z.B. Glu, Gln, oder Asp sein sollte                              
(Honoré und Vorum, 2000). Abbildung 1.5. verdeutlicht die Komplexierung eines      
Calcium-Atoms mittels einer EF-Hand. Im Gegensatz zu den hoch affinen Proteinen des 
Cytosols besitzen die Calcium bindenden Proteine des ERs eine geringere Affinität zu 
Calcium bei einer höheren Kapazität. Beispiele hierfür bieten BiP, PDI und Calnexin                   











Abb. 1.5.: von Honoré und Vorum (2000): 3D Struktur des EF-Hand-Motives aus Parvalbumin. 
„helix-lop-Helix“ Struktur des EF-Hand-Motivs. Die zur Bindung wichtigen Aminosäuren des Motivs 
entsprechen dem folgenden Schema: X (1) = D, Y (3) = D oder N, Z (5) = D, N oder S, -Y (7) = G, –X 
(9) = n* und –Z (12) = E; wobei n* eine beliebige nicht aromatische, Sauerstoff bindendes Peptid wie 
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  Um 1990 wurden weitere EF-Hand-Proteine im sekretorischen Signalweg gefunden: 
Reticulocalbin (Ozawa und Muramutsu, 1993), Taipoxin assoziiertes Calcium-Bindeprotein 
49 (TCBP-49, Weis et al., 1994), ER-Calcium-bindendes Protein 55 (ERC-55) oder                 
E6-Bindeprotein (E6BP, Chen et al., 1995), Crocalbin (Hseu et al., 1999), Cab45               
(Scherer et al., 1996; Koivu et al., 1997) und Calumenin (Yabe et al., 1997;                         
Vorum et al., 1998; Vorum et al., 1999). Yabe et al. (1998) schlugen als Kennzeichung dieser 
Proteinfamilie den Namen „CREC“ (Cab45, Reticulocalbin, ERC-55 und Calumenin) vor. 
Alle Proteine in dieser Familie verfügen über ER-Signalsequenzen (von Heijne, 1981;  
Nielsen et al., 1997) wie auch ER-Rückhaltesignale in Form der Peptide HDEF, HDEL und 
HEEF (Pelham, 1990; Vorum et al., 1999). Sie lokalisieren daher in den sekretorischen 
Kompartimenten der Zelle. Eine weitere Gemeinsamkeit dieser Proteinfamilie ist der Besitz 
von bis zu 7 EF-Hand-Motiven. Die Funktion der „CREC“ ist noch nicht genau geklärt, da sie 
aber hoch konserviert sind in Vertebrata und Invertebrata, sowie eine homozygote Deletion 
des Reticulocalbin Gens tödlich ist, scheint die Proteinfamilie eine Rolle in der Erhaltung des 
normalen Zellverhaltens zu spielen (Kent et al., 1997). Honoré (2009) sieht die Proteine der 
CREC-Familie als viel versprechende Biomarker und therapeutische Ziele für eine Vielzahl 




  Calumenin ist ein Mitglied der vorab vorgestellten Familie der CREC-Proteine und wurde 
erstmalig aus der Maus geklont (Yabe et al., 1997) und im folgenden Jahr aus dem Menschen 
(Yabe et al., 1998; Vorum et al., 1998). Das Gen für Calumenin findet sich in der Maus wie 
bei dem Menschen auf Chromosom 7 und codiert für ein 315 Aminosäuren langes Protein  
(37 kDa) mit einer ER-Signalsequenz und einem HDEF ER-Rückhaltemotiv. Calumenin 
verteilt sich nach Vorum et al. (1998) ubiquitär auf alle Zelltypen. Der Unterschied zwischen 
dem Calumenin aus der Maus und dem Menschen liegt in der Anzahl der EF- Hand-Motive: 
Maus = 6 und Mensch = 7. Vorum et al. (1999) konnten zudem zeigen, dass entgegen des 
HDEF Motives Calumenin über den gesamten sekretorischen Weg verteilt ist, sowie in das 
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  Eine Funktion von Calumenin im extrazellulären Raum ist nach Vorum et al. (2000) eine 
Interaktion mit der Serumamyloid P Komponente (SAP) in Anwesenheit von Calcium. Dies 
konnte mittels Oberflächenplasmonenresonanz genauer bestimmt werden. Calumenin scheint 
daher an der immunologischen Abwehr des pathologischen Prozesses der Amyloidosis 
beteiligt zu sein, die durch eine Bildung von amyloiden Ablagerungen gekennzeichnet ist. 
SAP, das in der Leber synthetisiert und in den Blutstrom sezerniert wird, gehört zur Pentraxin 
Familie der Plasmaproteine und hat eine Funktion in der nichtspezifischen Abwehr          
(Steel und Whitehead, 1994). SAP wird durch Inflammation induziert und bietet einen 
erhöhten Schutz gegenüber Mikroorganismen sowie Gewebeschäden (Steel und Whitehead, 
1994). Zudem wird SAP lokal oder systemisch durch Zytokine aktiviert. Calumenin, als neuer 
Interaktionspartner von SAP kann daher ebenfalls an der Wirtsverteidigung beteiligt sein. 
Calumenin wie SAP haben eine Tendenz Calcium abhängig zu aggregieren (Pepys und Baltz, 
1983; Pepys et al., 1985). Beide können deshalb eine Rolle bei der Amyloidose spielen. 
 
  Eine weitere Rolle scheint Calumenin bei der Blutgerinnung zu spielen (Wajih et al., 2004). 
Bei der Blutgerinnung sind Vitamin K-abhängige Proteine beteiligt, die post-translational 
durch das Vitamin K-abhängige γ-Carboxylationsystem in Matrix Gla-Proteine (MGP) 
umgewandelt werden. Das System lokalisiert in der ER-Membran und beinhaltet die                   
γ-Carboxylase und das Warfarin-sensitive Enzym Vitamin K1 2,3-Epoxidreductase (VKOR). 
Nach Wajih et al. (2004) interagiert Calumenin inhibierend mit der γ-Carboxylase; eine 
Regulierung von Calumenin mit siRNA führte zu einer 5-fachen Erhöhung der                               
γ-Carboxylase-Aktivität. So konnten Wajih et al. (2004) zeigen, dass das „silencing“ von 
Calumenin mittels siRNA die Produktion von funktionellem, rekombinantem humanem 
Faktor IX der Blutgerinnung stark erhöht wird. Ähnliche Beobachtungen für Annexine und 
Pentraxine finden sich bei Nelsestuen und Ostrowski (1999). Wallin et al. (2001) konnten 
zudem zeigen, dass die Konzentration von Calumenin in der Leberzelle die Enzymaktivität 
von VKOR und die Inhibition von VKOR durch Warefarin beeinflusst. Weiterhin hat 
Calumenin durch die obengenannten Mechanismen einen Einfluß auf die Bildung von 
atheriosklerotischen Lesionen (Coppinger et al., 2004), was durch den Fund von                    
Hansen et al. (2008) bekräftigt werden konnte. Es wurde gezeigt, dass Calumenin              
Calcium-abhängig mit Thrombospondin-1 interagiert und daher einen Einfluß auf die 
Haemostase und die Pathophysiologie der Thrombosis hat.  
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  Ostergaard et al. (2006) hingegen konnten nachweisen, dass extrazelluläres Calumenin die 
Pegel an n- wie c-terminalem Aktin reduziert, als auch die Expressionspegel von Septin 2, 
welches mit dem Aktin-Cytoskelett interagiert und in die Cytokinese involviert ist. Calumenin 
kann also autokrin oder parakrin auf Zellen in seiner direkten Nähe einwirken. 
 
  Calumenin wird bei pleuraler Mesotheliomie (Pass et al., 2004) und dem Plattenepithelkrebs 
der Lunge (Shen et al., 2002) hochreguliert. Weiterhin fand sich eine Hochregulierung von 
Calumenin bei der Heilung von Brüchen (Nakazawa et al, 2004), Cardiomyopathie 
(Grzeskowiak et al., 2003), Verletzung der Nerven (Jiménez et al., 2005),             
Lipopolysaccharid-induzierte Apoptose (Huang et al., 2002), und Gebärmutterhalskrebs 
(Castagna et al., 2004). 
 
  Neben den oben erwähnten Rollen von Calumenin fanden Teydmers et al. (2005), dass 
Calumenin mit der Proteintranslokase, bestehend aus Sec61p Trimer und den assozierten 
Proteinen Sec62p und Sec63p, interagiert. Es wird angenommen, dass die gebildete 
Translokationspore Ionenkanal-Charakter besitzt (Simon et al., 1989 und 1991;                       
Wirth et al., 2003). Kapitel 1.1.4. geht näher auf das Thema ein. Es konnte von              
Tyedmers et al. (2005) eine Interaktion von Calumenin mit Sec63p innerhalb eines                    
Co-Immunpräzipitationsversuch nachgewiesen werden. Es wird daher angenommen, dass 
Calumenin einen Einfluß auf den Calcium-Leckstrom des ERs besitzt. Dass Calumenin mit 
einem Calcium-Transporter interagiert, konnte von Jung et al. (2006) im Falle der Calumenin-
Interaktion mit dem Ryanodin-Rezeptor-1 sowie von Sahoo und Kim (2008) im Falle der 
SERCA gezeigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression an Calumenin 
in C2C12 Myotblasten zu einem erhöhten Koffein-induzierten Calciumausstrom führt, jedoch 
auch zu einer Reduzierung des Depolarisations induzierten Calcium-Ausstroms. Calumenin 
scheint also in der Calcium-Homestase der Zelle eine nicht geringe Rolle zu spielen. 
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1.2. Die Chaperone des endoplasmatischen Retikulums 
 
  Das endoplasmatische Retikulum ist eines der wichtigsten Kompartiment der 
eukaryontischen Zelle. Alle sekretorische Proteine, Proteine der Plasmamembran sowie 
Proteine, die entweder im ER oder im Golgi-Komplex lokalisiert sind, müssen in das Lumen 
des ER transportiert werden, wo sie gefaltet und gegebenenfalls modifiziert werden. Zu den 
molekularen Chaperonen des endoplasmatischen Retikulums gehören Proteine der Familien 
HSP40, HSP70, HSP90 sowie der Lectine (siehe Tab. 1. nach Weitzmann, 2007).  
 









ERj3p (HEDJ, Dj9) 
ERj4p (ERdj4p, MDG1) 
ERj5p (ERdj5p, JPDI) 
ERj6p (IPK, P58) 
Nukleotidaustauschfaktor Sil1 (BAP) GRP170 
HSP90 Grp94 
Lektine Calnexin Calretikulin 
 
 
  Als Hauptvertreter der HSP70 Familie des Säuger ERs wurde BiP zuerst als Glucose-
reguliertes Protein von 78kDa (Grp78) und später als Immunglobulin schwere Kette 
bindendes Protein (BiP) beschrieben (Pouysségur et al., 1977; Haas und Wabl, 1983). Grp170 
(170 kDa glucose-regulated protein) ist ein HSP70 verwandtes Glykoprotein im ER. Es 
besitzt eine N-terminale ATPase-Domäne mit großer Ähnlichkeit zu HSP70-Proteinen, sowie 
eine N-terminale peptidbindende-Domäne, die Ähnlichkeiten zur HSP110-Familie aufweist 
(Chen et al., 1996). Grp170 stellt jedoch den Vertreter einer neuen HSP70-Unterfamilie dar 
(Park et al., 2003). Die folgende Abbildung 1.6. von Dudek et al. (2009) zeigt das Netzwerk 
aus HSP70-Chaperonen und Co-Chaperonen im ER von Säugern. 
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Abb. 1.6.: von Dudek et al. (2009), Netzwerk von HSP70-Chaperonen und Cochaperonen im Lumen 
des Endoplasmatischen Retikulums von Säugern. PBD: Peptidbindungsdomäne, J: J-Domäne, G/F: 
Gly/Phe-reiche Region, Cys: Cystein-reiche Region, TRX: Thioredoxin-Domäne, C: Carboxy-
Terminus, N: Amino-Terminus. 
 
 
1.2.1. Das Chaperon-Netzwerk und ER-Stress 
 
    Das ER ist das Kompartiment der eukaryontischen Zelle in das Proteine transportiert 
werden, die posttranslational modifiziert werden oder selektiv zu bestimmten Orten der Zelle, 
wie der Plasmamembran, transportiert werden. Um diese Vorgänge zu regulieren und aufrecht 
zu erhalten, verfügt das ER über hochentwickelte, qualitative Kontrollsysteme. So führt die 
Anhäufung von ungefaltetem Protein zur UPR oder die Überexpression eines Proteins zur 
EOR als Stressantwort der Zelle. Bei der „unfolded protein response“ (UPR) werden Proteine, 
die nicht in der Lage sind korrekt zu falten, im ER zurückgehalten und bilden stabile 
Komplexe mit BiP und anderen molekularen Chaperonen. Eine Erhöhung der Menge an 
fehlgefalteten Proteinen im ER-Lumen führt ebenfalls zu einer Hochregulierung der 
Transkription vieler Gene, die für weitere Chaperone und Faltungskatalysatoren des ERs 
kodieren (McMillan et al., 1994; Shamu et al., 1994). Es wird also bei Stress aufgrund der 
Anhäufung fehlgefalteter Proteine die Kapazität des Chaperonsystems erhöht. Lang 
anhaltender ER-Stress führt schließlich zur Auslösung der Apoptose der Zelle.  
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  Das Signal für die Induktion der UPR ist hierbei nicht die Akkumulation fehlgefalteter 
Proteine, sondern eine Abnahme der Konzentration von freiem BiP im ER, die durch eine 
Komplexbildung von BiP mit ungefalteten Proteinen zustande kommt (Kohno et al., 1993). 
Die an den Signalketten der UPR beteiligten ER-Membranproteine ATF6, IRE1 und PERK 
besitzen Domänen im ER-Lumen, die mit BiP interagieren. Eine Assoziation von BiP an diese 
Faktoren inaktiviert diese. Bei einem Stress aufgrund fehlgefalteter Proteine dissoziiert BiP 
von den Faktoren und bindet an die fehlgefalteten Proteine, wodurch IRE1 und PERK durch 
Dimerisierung und ATF6 durch Transport zum Golgi-Apparat aktiviert werden              
(Bertolotti et al., 2000; Shen et al., 2002). Der die UPR-Gene aktivierende 
Transkriptionsfaktor ATF6 wird im Golgi-Apparat von den Proteasen S1P und S2P gespalten 
(Ye et al., 2000) und die Fragmente anschließend in den Zellkern transportiert, wo sie als 
Transkriptionsfaktoren agieren (Yoshida et al., 2000). Viele UPR-Gene enthalten ein              
ER-Stress-Element (ERSE) in ihrer Promotorregion. An dieses binden 
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. ATF6, die über eine Steigerung der Transkription die 
Synthese von Chaperonen und anderen Faltungsfaktoren erhöhen (Yoshida et al., 1998;          
Roy und Lee, 1999).  
 
  Ein weiteres UPR-Signalprotein der ER-Membran ist IRE1, das bei ER-Stress 
autophosphoryliert wird und dadurch eine RNase Aktivität entwickelt. Dies führt zu einem 
Spleißen der mRNA von XBP1, wodurch ein weiterer Transkriptionsfaktor der UPR entsteht 
(Yoshida et al., 2001). Zudem wird bei der UPR die globale Proteinsynthese reduziert. Dabei 
spielt das Protein PERK eine zentrale Rolle (Shi et al., 1998). PERK ist eine Kinase, die bei 
ER-Stress die α-Untereinheit des Translations-Initiationsfaktors 2 (eIF2α) phosphoryliert, 
was die Inhibierung von Translations-Initiationskomplexen zur Folge hat, die für die 
Erkennung von AUG-Startkodons notwendig sind (Harding et al., 1999).  
 
  ERj1p ist ein HSP40-Chaperon dessen Rolle bei der UPR von Dudek et al. (2005) 
untersucht wurde. Da die cytosolische Domäne von ERj1p durch Interaktion mit Ribosomen 
die Translation hemmt und dieser Effekt durch die Bindung von BiP an die luminale                    
J-Domäne aufgehoben wird, ist eine Regulation wie bei ATF6, IRE1 und PERK denkbar. Bei 
einem Stress aufgrund fehlgefalteter Proteine arretiert ERj1p die Translation. Dieser Arrest 
kann erst wieder durch die Bindung von BiP an ERj1p aufgehoben werden. Durch dieses 
System wird die Synthese neuer Proteine im Falle der UPR reduziert.  
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  Durch eine Analyse von ERj1p via Computer, konnte ERj1p als potentieller, Membran 
verankerter Transkriptionsfaktor identifiziert werden (Zupicich et al., 2001). Die cytosolische 
Domäne des ERj1p kann mit dem Kernimport Faktor Importin-β interagieren und konnte 
auch im Kern nachgewiesen werden, daher könnte der c-Terminus von ERj1p eine weitere 
Rolle bei der UPR spielen. So besteht die Möglichkeit, dass durch eine regulierte 
Intramembranproteolyse der cytosolische Teil von ERj1p abgespalten wird und als 
Transkriptionsfaktor in den Kern gelangt, wo er selektiv die Transkription bestimmter Gene 
induzieren könnte (Dudek et al., 2005). Es lässt sich somit grundsätzlich sagen, dass das 
Chaperon-Netzwerk des ER stark in die Stressantwort wie Qualitätskontrolle eingebunden ist 
(Faitova et al., 2006; Kang et al., 2006; Oyadomari et al., 2006; Bukau et al., 2006; 
Weitzmann et al., 2007). 
 
1.2.2. Chaperone und Krankheiten 
 
  Der Transport von Proteinen in das ER ist der erste Schritt in der Biosynthese von 
sekretorischen - wie Membranproteinen. Die am ER-Transport beteiligten Proteine wie der 
Translokon-Komplex und das Chaperonnetzwerk wie auch das ER als Calcium-Speicher sind 
in diverse Erkrankungen involviert. Dies kann ein Defekt im Transport oder in der Antwort 
auf die UPR sein, als auch ein Defekt in der Calcium-Homeostase. 
 
  So konnte Zimmermann et al. (2006) zeigen, dass Defekte der am ER-Transport beteiligten 
Proteine Sil1p, Sec62p und Sec63p Krankheiten auslösen können. Defekte im Gen SIL1 
führen dabei zu einer neurodegenerativen Erkrankung (Marinesco-Sjörgen Syndrom), 
wohingegen Defekte im Gen SEC63 die polycystische Lebererkrankung ausbilden. Eine 
Erhöhung der Expression von Sec62p (Prostatakrebs) und Sec63p wird mit verschiedenen 
humanen Krebserkrankungen assoziiert.  
 
  Defekte innerhalb des Chaperon-Netzwerks führen ebenfalls zu bestimmten Krankheiten (Ni 
und Lee, 2007): so hat BiP eine Relevanz in Bezug auf Krebs, Alzheimer, Parkinson, Prion 
Erkrankungen und Arteriosklerose (Kokame et al., 1996; Rao et al., 2001; Reddy et al., 2003; 
Dong et al., 2005; Hetz et al., 2005; Fu und Lee, 2006; Li und Lee, 2006; Luo et al., 2006; 
Hoshino et al., 2007; Dudek et al., 2009);  
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  Defekte bei Sil1p haben einen Einfluß auf neurodegenerative Erkrankungen (Anttonen et al., 
2005; Senderek et al., 2005; Zhao et al., 2005; Zimmermann et al., 2006); GRP94 wird mit 
Krebs -, Prion – und Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht (Reddy et al., 1999; 
Liu et al., 2003; Hetz et al., 2005; Fu und Lee, 2006; Srivasta, 2006); GRP170 (Easton et al., 
2000; Weitzmann et al., 2006; Hoshino et al., 2007), GRP58 (Turano et al., 2002;              
Erickson et al., 2005; Hetz et al., 2005; Garbi et al., 2006) und PDI (Turano et al., 2002; 
Ellgaard und Ruddock, 2005; Uehara et al., 2006) spielen jeweils eine Rolle bei der 
Alzheimer oder Parkinson Erkrankung. Alle diese Defekte, die zu einer Störung der 
Chaperonaktivität, Aggregation und Stress führen, bezeichnen Macario und Conway de 
Macario (2007) daher als sogenannte Chaperonopathien. 
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Zielsetzung 
 
  Ein Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung des putativen                              
ER-HSP40-Chaperon ERj7p. ERj7p wurde in einer Proteomanalyse der Arbeitgruppe 
entdeckt. Hier sollte die Interaktion von ERj7p mit BiP hinsichtlich ihrer Spezifität untersucht 
werden. Von Weitzmann (2007) ist bekannt, dass ERj-Proteine ein Netzwerk mit BiP und 
Nukleotidaustauschfaktoren wie GRP170 und Sil1p bilden. Die Frage war daher: Ist ERj7p 
auch Teil dieses Netzwerkes? 
 
  Die für ERj7p erarbeiteten Methoden sollten dann für die Untersuchung der Interaktion von 
Calumenin mit der Sec63p-Einheit des Sec61p-Translokon-Komplexes benutzt werden. 
 
  Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung, des in Säugerzellen 
vorkommenden, ER-lumenalen EF-Hand-Proteins Calumenin. Die EF-Hand-Motive 
verweisen dabei auf Calcium-bindende Eigenschaften (Vorum et al., 1998 und 1999). Es ist 
bekannt, dass Calumenin mit der Sec63p-Untereinheit des Translokon-Komplexes assoziiert 
(Tyedmers et al., 2005). Für Calmodulin, ein cytosolisches, Calcium-bindendes Protein, 
konnte bereits eine Interaktion mit der Sec61p-Untereinheit des Translokon-Komplexes 
(Erdmann, Dissertation, 2009) gezeigt werden. Daher sollte im Rahmen der Arbeit die 
Interaktion von Calumenin mit dem J-Domänen-Protein Sec63p genauer untersucht werden. 
Dabei ging es um die Fragen, ob es sich um eine direkte Interaktion zwischen den beiden 
Proteinen handelt und ob diese Interaktion Calcium-abhängig ist. Ferner sollten die für die 
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2.1.1. Geräte und Verbrauchsmaterialien 
 
Abimed, Düsseldorf: Gilson-Pipetten  
Agfa-Gevaert, München: Entwicklermaschine Gevamatic 60  
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg: Photometer Ultrospec 3000, Spannungsgeräte 
EPS 3500 und ESP 600, Image Master®VDS,  
Beckman, München: GS-6KR Zentrifuge, J2-MC Zentrifuge mit JA-10 und JA-20 Rotor,    
L-80 Ultrazentrifuge mit Ti 70 und SW55TI Rotor, Optima™
 
TLX Ultrazentrifuge mit TLA 
100.3 und TLA 100 Rotor  
Biacore, Uppsala, Schweden: BiacoreX und Software 
BioRad, München: Chromatographiesäulen (20 ml), Trans-Blot®Electrophoretic Transfer 
Cell (Nass-Blot-Apparatur)  
Eppendorf, Hamburg: Kühlzentrifuge 5402, Thermostat 5320 (Heizblock), Tischzentrifuge 
5415C, Thermomixer  
Fröbel, Wasserburg: Geltrockner, Sterilbank, Wipptische, Ultraschallgerät mit               
VCX-Micro- und Macrotip  
Greiner&Söhne, Nürtingen: Petrischalen  
Heidolph: Magnetrührer MR 3000 
Heraeus, Hanau: Brutschränke  
Infors, Bottmingen, CH: Inkubationsschüttler  
Julabo, Seelbach: Wasserbäder  
Kodak, München: Röntgenfilme X-Omat AR  
Merck, Darmstadt: PEI-Cellulose Dünnschichtchromatographie-Platten 
Millipore Co., Bedford, USA: Centricon®-Centrifugal Filter Devices (2 ml, YM-30 MW), 
Immobilon-P Transfermembran (Dicke 0,45 µm) (PVDF), Semi-Dry-Blotapparatur  
Molecular Dynamics: Phosphoimager™-SF mit Exponierplatten, -Kammer und Belichter, 
Personal Densitometer 
Oncogene, San Diego, USA: Multiple Tissue Blot, Mouse 
Sartorius, Göttingen: Feinwaagen, Membrane Adsorbers Q5F  
Schleicher & Schuell, Dassel: Filterpapiere, Sterilfilter (0,2 µm)  
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Schütt, Göttingen: Autoklav  
Scientific Industries, Bohemia N.Y., USA: Vortex-Mixer Genie 2™ 
Waters-Millipore, Milford, USA: Milliporewasseranlage Milli-Q  
WTW, Weilheim: pH-Meter pH 537  




Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg: ECL-Western Blot Detektionssystem, Glutathion 
Sepharose® 4B, 35S Methionin (1000 Ci/mmol) 
BioRad, München: BioRad Protein Assay, „Kaleidoscope prestained SDS-PAGE standards”, 
Hydroxylapatit 
Calbiochem-Novabiochem Corporation, La Jolla, USA: CHAPS 
Difco Laboratories, Detroit, USA: Bacto Agar, Bacto Trypton, Bacto Yeast Extract 
(Hefeextrakt)  
Genomed, Bad Oeyenhausen: Midi-Präparation Jetstar  
GibcoBRL, Heidelberg: Agarose, 10 kDa Proteinmarker, 1 kb DNA-Leiter 
ICN, Eschwege: γ-32P-ATP (4500 Ci/mmol)  
Promega Biotec, Madison, USA: RNasin®Ribonuklease-Inhibitor, T7 RNA-Polymerase  
Riedel de Haen, Hannover: Aceton, Essigsäure, Trichloressigsäure  
Roche, Mannheim: ATP, DTT, Translation Kit (TnT T7 Retikulozytenlysat), 
Restriktionsendonukleasen 
Serva, Heidelberg: Acrylamid, Ammoniumpersulfat, Bisacrylamid, Bromphenol-blau, 
Coomassie-Brilliant-Blue R250 und G250, Ethanol, Hepes, MOPS, Saccharose, SDS, 
TEMED, TritonX-100 
Sigma-Aldrich, München: β-Mercaptoethanol, Ampicillin, BSA, DMSO, EGTA, Glucose, 
Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranosid (IPTG), Peroxidase-gekoppelte Anti-IgG-Antikörper 
Whatman, Maidstone, England: DE52-Cellulose 
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  Die verwandten Antikörper sind Peptidantikörper und wurden aus dem Blut von Kaninchen 
gewonnen. Die Immunisierung der Kaninchen mit Protein sowie die Gewinnung der 
Antiseren wurden im Institut für Medizinische Biochemie und Molekularbiologie, Universität 
des Saarlandes durchgeführt.  
 
Tabelle 2.1. Übersicht der verwendeten Antikörper. 
Antikörper Interne 
Nummer 
Beschreibung Verdünnung Typ Sequenz 
BiP 950 - 1 : 500 polyklonaler 
Antikörper 
- 
Calumenin 344 - 1 : 500 polyklonaler 
Antikörper 
- 




Sec62p 262 c-Terminus 1 : 500 polyklonaler 
Antikörper 
- 




  Ein Ziege-anti-Kaninchen-IgG Antikörper, an den die Meerrettich-Peroxidase gekoppelt ist, 
sowie ECL Plex Ziege-anti-Maus-IgG-Cy3 und ECL Plex Ziege-anti-Kaninchen-IgG-Cy5 
wurden als Sekundärantikörper in Western Blot Analysen benutzt. Um einen Vergleich 
innerhalb von Zellproben zu erhalten, wurde ein Maus-anti-β-Aktin Antikörper (Sigma) als 
Standardmarker verwendet. Zur Kontrolle der Proteinexpression wurde ein Kaninchen-anti-
Glutathion-S-Transferase Antikörper (Sigma) herangezogen. Ein Ziege-anti-Kaninchen-
Alexa-488 Fluor-IgG Antikörper (Sigma) wurde in den Immunfluoreszenz-Analysen benutzt. 
 
2.2.2. Bakterielle Stämme 
 
Tabelle 2.2. Übersicht der verwendeten E. coli Stämme. 
Bakterielle Stamm Beschreibung 
E. coli JM101 - 
E. coli Rosetta pLysS Laktose-Permease (lacY) Mutant, Mangel an lon und ompT Proteasen; 
enthält ein Plasmid mit argU, argW, glyT, IleX, leuW, metT, proL, thrT, 
thrU, and tyrU; pLysS CamR 
E. coli Rosetta Star Laktose-Permease (lacY) Mutant, Mangel an lon und ompT Proteasen; 
enthält ein Plasmid mit argU, argW, glyT, IleX, leuW, metT, proL, thrT, 
thrU, and tyrU; CamR 
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2.2.3. Plasmide 
 
Tabelle 2.3. Übersicht der verwendeten Plasmide. 
Plasmid Beschreibung Firma 
pCDNA3-Calumenin Gesamtsequenz von Calumenin (RPZD-Klon: 
IRAUp96F0847D) mit Signalsequenz 
Invitrogen 
pGEX-4T-TEV-804-Calumenin Gesamtsequenz von Calumenin (RPZD-Klon: 





J-Domäne von ERj7p (RPZD-Klon: EX-E1345-
B02); n-terminaler GST-„tag“ 
GE Healthcare 
pIVEX-2.3-MCS-Calumenin Gesamtsequenz von Calumenin (RPZD-Klon: 
IRAUp96F0847D) ohne Signalsequenz; c-
terminaler His6-„tag“ 




Tabelle 2.4. Übesicht der verwendeten Oligonukleotidprimer. 
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2.3. Präparative Methoden 
 
2.3.1. Solubilisierung von rauen Mikrosomen 
 
  Raue Mikrosomen des Hundepankreas wurden bei 14.000 rpm bei 4°C für 10 min in einer 
Kühlzentrifuge zentrifugiert. Danach wurde das resultierende Sediment in 
Chromatographiepuffer 400 Puffer aufgenommen und entweder 20 min auf Eis inkubiert und 
auf dem Vortexer gemischt oder 30 min bei 4°C in einem Schüttelinkubator inkubiert. Die 
nicht gelösten Bestandteile wurden mittels einer Ultrazentrifugation bei 68.000 rpm bei 2°C 
für 20 min in einem TLA 100.3 Rotor abgetrennt. Der Überstand wurde als RM-Extrakt in 
den „pull down“ Versuchen eingesetzt. 
 
Chromatographiepuffer 400: 
20 mM Hepes/KOH pH 7,5 
400 mM KCl 
2 mM MgCl2 
1 mM EDTA 
0,65% (w/v) CHAPS 
1 : 1000 Protease-Inihibitor Mix (PLAC): 12 mg Pepstatin A 
   12 mg Leupeptin 
   12 mg Antipain 
   12 mg Chymastatin 




2.3.2. Expression und chromatographische Aufreinigung rekombinanter Proteine 
 
2.3.2.1. Reinigung von Proteinen mit GST-“tag“ 
 
  Um eine spezifische Isolierung von rekombinanten Proteinen aus E. coli zu ermöglichen, 
wurden die Proteine als Fusionsproteine mit einer n-terminalen Gluthathion-S-Transferase 
(GST) synthetisiert. Dieser „tag“ vermittelt die Bindung der zu reinigenden Proteine an eine 
GSH-Sepharose. Durch anschließendes Waschen der Matrix zur Beseitigung von unspezifisch 
gebundenem Protein und Elution mit GSH wird so gezielt das gewünschte Protein gereinigt. 
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PBS/KMT-Puffer:  GSH-Elutionspuffer: 
150 mM NaCl  50 mM Tris / HCl 
5 mM NaH2PO4  10 mM Glutathion (reduzierte Form) 
20 mM Na2HPO4  pH 8,0, sterilfiltriert 
1 mM MgCl2 
3 mM KCl 
0,1% Tween 20 (v/v) 
pH 7,4, sterilfiltriert 
 
 
2.3.2.2. Synthese rekombinanter Proteine 
 
  Das Plasmid (2.2.3.), welches das Gen enthält, wurde in E. coli eingebracht (2.2.2.). Es 
wurden entweder Rosetta pLysS oder Rosetta Star Stämme von E. coli verwendet. Es wurde 
für Calumenin der Rosetta Star und für ERj7p der Rosetta pLysS Stamm verwendet. Der 
Rosetta pLysS hat die Vorteile, dass er Protease defizient ist und ein Plasmid pLysS enthält, 
das für ein Lysozym-ähnliches Protein codiert. Dieses Protein wird durch Einfrieren und 
Auftauen der Zellen aktiviert, was zur Folge hat, dass die Zellen selbstständig lysieren.  
 
  Mit einem Transformationsansatz wurde eine Übernacht-Kultur in LB-Medium mit den 
entsprechenden Antibiotika bei 37°C und 250 rpm auf einem Rotationsschüttler inkubiert. Die 
Übernacht-Kultur des Transformationsansatzes wurde am Tag darauf benutzt, um ca. 3 l          
LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika anzuimpfen. Alle benutzten Plasmide trugen 
eine Ampicillinresistenz. Daher musste den E .coli Rosetta Stämmen neben Chloramphenicol 
zusätzlich Ampicillin zugegeben werden, um eine Anreicherung der transformierten Zellen zu 
erreichen. Bei einer OD600 von 0,9 - 1 wurde mit Isopropyl-β-D-Thiogalaktopyranosid 
(IPTG, 72 mg/l) die Synthese der Fusionsproteine induziert. Die Zugabe von IPTG inaktiviert 
den lac-Repressor, der auf dem Plasmid codiert ist und die Expression des einklonierten 
Proteins unterdrückt. Entsprechend den optimalen Induktionsbedingungen für das jeweilige 
Protein (GST-Calumenin bei 15 – 20°C über Nacht und GST-ERj7p 20°C 5h bis über Nacht), 
wurde die Kultur weiter inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen durch 
Zentrifugation bei 5.000 rpm und 2°C für 10 min im JA-10 Rotor geerntet. Die Zellen wurden 
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2.3.2.3. Zellaufschluss der transformierten E. coli Zellen 
 
  Die Lyse der Rosetta pLysS Zellen erfolgte durch Einfrieren bei –80°C für mindestens 3 h 
und anschließendes Wiederauftauen. Durch Zentrifugation bei 50.000 rpm und 2°C für 
60 min mit dem Ti70-Rotor wurden die Zelltrümmer von den löslichen Bestandteilen 
getrennt.  
  Die Rosetta Star Zellen wurden mittels Ultraschall für 3 x 1 min mit jeweils 1 min Pause bei 
50% Amplitude (VCX-Macrotip) im Eisbad lysiert und die löslichen Proteine wurden durch 
Zentrifugation bei 20.000 rpm und 4°C für 30 min im JA-20 Rotor von unlöslichen 
Bestandteilen getrennt. 
 
2.3.2.4. Reinigung von GST-Fusionsproteinen 
 
  Die GST-Fusionsproteine wurden über GSH-Sepharose Säulen gereinigt. Die Glutathion-S-
Transferase, die als „tag“ für diese Affinitätsreinigung verwendet wird, ist ein 
cytoplasmatisches Enzym aus Schistosoma japonicum mit einem Molekulargewicht von              
26 kDa, das hochspezifisch an den GSH-Anteil der verwendeten Sepharose bindet. 
  In einem ersten Schritt wurden 3 ml des Säulenmaterials zunächst 3 x mit jeweils 20 ml 
PBS-KMT äquilibriert. Der Überstand aus der Zentrifugation der lysierten Zellen wurde zu 
dem Säulenmaterial gegeben und mindestens 1 h bei 4°C auf einem Roller inkubiert. 
Anschließend wurde das Gemisch in eine 20 ml Chromatographie-Säule überführt, diese mit 
einer Fritte oben verschlossen und mit 20 Bettvolumen PBS-KMT gewaschen. Eluiert wurde 
mit 8 ml GSH-Elutionspuffer in 1 ml Fraktionen, die im Anschluß bei –80°C bis zur weiteren 
Verwendung eingefroren wurden. Von den Fraktionen wurden 5 µl zusammen mit 5 µl               
2x Laemmli Probenpuffer und 40 µl 1x Laemmli Probenpuffer bei 95°C für 5 min inkubiert, 
10 µl zusammen mit einem BSA Standard auf ein SDS-Gel aufgetragen und die Proteinmenge 
nach 2.4.8. quantifiziert. 
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2.3.2.5. Verdau von Proteinen mit GST-“tag” mittels TEV-Protease 
 
  Das pGEX-4T-TEV-Vektor-System bietet für das heterolog in E. coli als GST-Fusion 
synthetisierte Calumenin die Möglichkeit, den GST-„tag“ mittels einer TEV („tobacco etch 
virus“) Protease abzuspalten. Diese Vorgehensweise war nötig, da Calumenin in 
Proteininteraktionsstudien eingesetzt werden sollte, bei denen Sec63p ebenfalls als                    
GST-Fusionsproteine (J-Domäne und C-Terminus; Labor intern hergestellt) eingesetzt 
werden sollte. 
 
  Die TEV-Protease wurde 1995 von Parks et al. Kloniert und charakterisiert. Es handelt sich 
dabei um ein ~ 49 kDa großes Protein aus dem „tobacco etch virus“, welches ein 345 kDa 
Polypeptid des Virus zu aktiven Proteinen prozessiert. In diversen Arbeiten (Carrington et al., 
1988; Dougherty et al., 1988 und 1989) konnte gezeigt werden, dass die Aminosäuren Glu, 
Tyr, Gln und Gly für eine Spaltung nötig sind (Erkennungstelle der Protease: Glu-Asn-Leu-
Tyr-Phe-Gln-Gly). Die TEV-Protease lag als His6 Fusion im Labor vor. 
 
  Präparativ wurde das GST-Fusionsprotein über Nacht bei 4°C unter Rollen gespalten. 
Hierfür wurde GST-Calumenin an GSH-Sepharose gekoppelt, allerdings nicht eluiert, sondern 
in TEV-Reaktionspuffer mit der Protease (1/40 von 250 µg) inkubiert. Das gespaltene Protein 
wurde im Anschluß in PBS umgepuffert und das gebundene GST eluiert. Abbildung 2.1. zeigt 
den Verdau von GST-Calumenin durch die TEV-Protease (Spuren 1,2 im Vergleich zu 
Spuren 3,4). 
 
10-fach Reaktionspuffer für TEV-Protease: 
500 mM Tris / HCl 
5 mM EDTA 
























Abb. 2.1.: Spaltung von GST
Gereinigtes GST-Calumein mit einer TEV
TEV-Reaktionspuffer gewaschen. Der Ansatz wurde über nacht mit der TEV Protease bei 4°C inkubiert 
und anschließend der Überstand in PBS umgepuffert. Proben wurden mi
Coomassie-Färbung anaylsiert. Spuren 1 und 2 zeigen GST
Fusionsprotein nach dem Verdau.
gehörigen Waschschritt; Spur 3 zeig den Durchlauf des TEV
Protein im Waschschritt. 
 
 
2.3.3. In vitro Synthese und radioaktive Markierung von Proteinen
 E. coli Lysaten: Rapid Translation System RTS 100 
 
  Zur Herstellung von Protein
System 100 der Firma Roche verwendet. Das System zeichnet sich durch eine hohe 
Proteinsyntheserate aus (Maurer 
wurde zunächst die entsprechende 
(pIVEX2.3MCS) kloniert. Dann wurde eine 
RTS 100 System findet eine gekoppelte 
werden die Proteine durch Einbau 
laufen in 1,5 ml-Reaktionsgefäßen 
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-Calumenin mittels TEV Protease. 
-Spaltstelle wurde an GSH-Sepharose gebunden und mit 
-Calumenin, Spuren 
 Spur 1 zeigt GST-Calumenin vor dem Verdau und Spur 2 den dazu 
 Verdaus und Spur 4 das verbleibende 
 / Calumenin
E. coli High Yield
en in einem zellfreien System wurde das 
et al., 2003). Für eine Proteinsynthese
DNA in einen für das System optimierten
Synthese im RTS 100-System durchgeführt. 
in vitro Transkription und Translation statt. Dabei 
von [35S] Methionin radioaktiv markiert. Die Reaktionen 
ab und wurden wie folgt zusammengestellt:
  
ttels SDS-PAGE und 
3 und 4 das 
 in   
 
Rapid Translation 




 2. Material und Methoden   
~ 31 ~ 
3 µl E. coli-Lysat 
2,5 µl Reaktions-Mix 
3 µl Aminosäure-Mix ohne Methionin 
0 µl 1 mM Methionin-Lösung 
1 µl [35S] Methionin, 15 mCi/ml 
1,25 µl Rekonstitutions-Puffer 
0,5 µl Plasmid-DNA (1 µg/µl) 
1,25 µl steriles Millipore-Wasser 
 
 
  Die Ansätze wurden über Nacht bei 30 °C inkubiert. Die Analyse erfolgte durch Aufnahme 
der Proben in Laemmli-Puffer, Auftrennung über SDS-PAGE und abschließende 
Autoradiographie bzw. Fluorographie. 
  Das Protein Calumenin wurde mit c-terminalen His6-„tag“ unter radioaktiver Markierung im 
RTS 100 synthetisiert. Die Synthese wurde durch Auftrennung mittels SDS-PAGE und 
anschließender Autoradiographie kontrolliert. 
 
2.3.4. Co-translationaler Transport von in vitro synthetisiertem Calumenin in 
 Hundepankreasmikrosomen 
 
  Die in vitro Synthese und radioaktive Markierung von Calumenin wurde im TnT T7 
gekoppelten Retikulozytenlysat-System (Roche) nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. 
Das nukleasebehandelte Lysat besitzt keine endogene mRNA, so dass eine gezielte Synthese 
einzelner Proteine durch Zugabe der entsprechenden DNA oder mRNA möglich ist. Neben 
der gekoppelten in vitro-Transkription kann in dem TnT T7 System auch eine                                  
in vitro-Translation durchgeführt werden. 
 
  Die Synthese und radioaktive Markierung von Proteinen erfolgten unter Einsatz eines für         
in vitro Versuche geeigneten Plasmids, das für Calumenin codiert (2.2.3.). Zur radioaktiven 
Markierung wurde [35S] Methionin (1000 Ci/mmol) eingesetzt. 
 
  Um einen cotranslationalen Transport von Calumenin in Hundepankreasmikrosomen zu 
erhalten, wurde vor Synthesebeginn dem in vitro Ansatz Hundepankreasmikrosomen in einer 
Endkonzentration von 2 % (v/v) zugesetzt. Auf diese Weise konnten die Proteine während 
ihrer Synthese in die Mikrosomen transportiert werden. 
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  Der gesamte Ansatz wurde zusammenpipettiert und bei 30°C für 30 min inkubiert. Danach 
wurde der Ansatz in drei Teile aufgeteilt und je 10 µl Sucrose, 10 µl Sucrose plus Proteinase 
K oder Sucrose plus Proteinase K plus Triton X-100 zugeführt. Die drei Ansätze wurden dann 
1 h auf Eis inkubiert und die Reaktion mit 4 µl PMSF gestoppt. Nach weiteren 5 min auf Eis, 
wurde 6 µl 5x Laemmli Probenpuffer zugegeben und die Ansätze für 5 min bei 95°C 
inkubiert. Die Ansätze wurden dann über ein 12%-iges SDS-Gel aufgetrennt. Zum Nachweis 
von 32S markierten Proteinen in dem SDS-Gel, wurde dieses nach der Elektrophorese für               
15 min in Entfärber-Lösung und für 30 min in Neutralisationslösung inkubiert. Danach wurde 
es auf Filterpapier unter Vakuum getrocknet. Die getrockneten Gele wurden auf Phosphor-
Screen-Platten exponiert und mit Hilfe des PhosphoImagers analysiert. Eine Quantifizierung 
der Bandenschwärzung erfolgte mit Hilfe der Software Image-Quant (Version 3.3). 
 
50 % TnT T7 Lysat 
2 % Aminosäuregemisch ohne Methionin (1 mM jeder Aminosäure) 
4 % TnT Reaktionspuffer 
8 % [35S]-Methionin (1000 Ci/mmol) 
2 % RNA-Polymerase (T7) 
2 % RNasin-Ribonuklease-Inhibitor (40 U/µl) 
0,2 µg Plasmid-DNA/µl Ansatz 
auf 100 % auffüllen sterilem Millipore-Wasser  
   
 
Entfärber-Lösung:  Neutralisationslösung: 
50 % (v/v) Methanol 50 % (v/v) Methanol 
10 % (v/v) Essigsäure 1 % (v/v) Glycerin 
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2.4. Analytische Methoden 
 




  Um Proteine aufzutrennen wurde ein modifiziertes Protokoll nach Laemmli (1970) benutzt. 
Hier werden Proteine ihrer Masse entsprechend in einem elektrischen Feld aufgetrennt. 
Natriumdodecylsulfate (SDS) ist ein anionisches Detergenz, welches die hydrophoben Reste 
von Proteinen mittels seiner lipophilen Kohlenwasserstoffkette bindet und die Proteine 
negativ lädt. So wird die wahre Ladung der Proteine maskiert und die SDS beladenen Proteine 
werden aufgrund ihrer Masse getrennt. 
 
  Die benutzten SDS-Gele bestanden aus einem kleinen Sammelgel und einem größeren 
Trenngel. Das gering prozentige Sammelgel diente der Fokussierung der Proteine. Im 
Trenngel wurden die Proteine dann nach ihrem molekularen Gewicht getrennt. Als 
Größenindikator wurde ein 10 kDa Standard für Coomassie Färbungen („bench marker“) 
bzw. ein vorgefärbter Marker für Western Blots („page ruler“) benutzt. 
 
  Um die getrennten Proteine sichtbar zu machen, wurden sie entweder mit Coomassie 
brilliant Blau gefärbt (2.4.2.) oder auf eine PVDF-Membran geblottet (2.4.3.) und das 
gesuchte Proteine mittels einer Antikörper-Detektion identifiziert (2.4.5.). 
 
  Die folgende Tabelle zeigt das Pipettierschema für vertikale Gele der Größe 11 cm x 14 cm 
x 1 mm mit unterschiedlichen Acrylamidkonzentrationen. Die Acrylamidkonzentration 
bestimmt die Porengröße des Gels und variiert aufgrund der Proteingröße. Als Standard 
wurden 12,5% Gele genutzt. Die Auftrennung der Proteine innerhalb der Gele erfolgte bei 
250 mV für 1 h bei RT. 
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Tabelle 2.5. Übersicht Biorad-Gele. Rezepte für je 2 Gele. 
 Trenngel Sammelgel 
AA conc. (%) 12,5 16 5 
Lösungen    
30% (w/v) AA (ml) 4,10 5,34 1,007 
H2O bidest (ml) 3,20 2,00 2,693 
1,5 M Tris / HCl, pH 8,8 (ml) 2,5 - 
0,5 M Tris / HCl, pH 6,8 (ml) - 1,250 
10% (w/v) SDS (µl) 100 50 
TEMED (µl) 5 10 
20% (w/v) AMPS (µl) 50 25 




Tabelle 2.6. Rezept Laemmli Probenpuffer. 
Stammlösung 1x 2x 5x  
2 M Tris / HCl ph 6,8 3 6 15 ml 
10% SDS 20 40 10 g ml / g 
87% Glycerol 11,5 23 57,5 ml 
ad H2O 95 90 75  
     
Gebrauchslösung 1x 2x 5x  
Stammlösung 9,5 9 7,5 ml 
β-Mercaptoethanol 0,5 1 2,5 ml 
Bromphenolblau 2 2 2 Kristalle 
 
Laufpuffer: 
384 mM Glycine 
50 mM Tris 





  Eine Alternative zu den Biorad Gelen stellen sogenannte High-Tris Gele (HT-Gele) dar. 
Diese unterscheiden sich von den Gelen aus 2.4.1.1. in ihrer Größe, Dicke und dem Gehalt an 
Tris. 
  Die folgende Tabelle zeigt das Pipettierschema für vertikale Gele der Größe 11 cm x 14 cm 
x 1 mm mit unterschiedlichen Acrylamidkonzentrationen. Als Standard wurden 12,5% Gele 
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Tabelle 2.7. Übersicht High-Tris-Gele. Rezepte für je 2 Gele. 
 Trenngel Sammelgel 
AA conc. (%) 12,5 15 17,5 5 
Solutions     
40% (w/v) AA (ml9 9,38 11,26 13,12 1,8 
2% (w/v) BAA (ml) 2,5 3 3,52 0,24 
H2O bidest (ml) 5,72 3,34 2,78 10,02 
1,875 M Tris / HCl, pH 8,8 (ml) 12 - 
1 M Tris / HCl, pH 6,8 (ml) - 1,8 
10% (w/v) SDS (µl) 300 144 
TEMED (µl) 10 21 
10% (w/v) AMPS (µl) 90 135 
Gesamtvolumen 30 14,4 
 
 
2.4.2. Protein-Färbung mit Coomassie brilliant Blau 
 
  Durch SDS-Gele aufgetrennte Proteine wurden mit Hilfe der Coomassie brilliant Blau 
Färbung sichtbar gemacht. Das Gel wurde zunächst für ca. 30 min in der Färbelösung 
geschwenkt. Zum Entfärben wurde das Gel nacheinander für 15 min in Entfärber 1 und für         
30 min oder länger in Entfärber 2 geschwenkt. Anschließend konnte das Gel getrocknet 
werden, indem man es in einer 10 %igen Glycerinlösung etwa 30 min lang äquilibriert, in 
Cellophanfolie einpackte und trocknen ließ. 
 
Färbelösung: 
0,2 % (w/v) Coomassie-Brillant-Blue R 250 
0,005 % (w/v) Coomassie-Brillant-Blue G 250 
50 % (v/v) Methanol 
10 % (v/v) Essigsäure 
 
Entfärber 1:   Entfärber 2: 
50 % (v/v) Methanol 10 % (v/v) Methanol 
10 % (v/v) Essigsäure 5 % (v/v) Essigsäure 
 
 
2.4.3. Elektrotransfer von Proteinen auf PVDF-Membranen (Western Blotting) 
 
  Die mittels SDS-Gel aufgetrennten Proteine wurden für eine immunologische Detektion auf 
eine PVDF-Membran transferiert. Dazu wurde die „Nass-Blot“-Methode in einer                  
Trans-Blot®Electrophoretic Transfer Cell der Firma BioRad angewendet.  
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  Die Polyacrylamidgele wurden nach erfolgter Elektrophorese kurz in kaltem Transferpuffer 
äquilibriert, um Salze und Detergenzien zu entfernen. Die auf Gelgröße zurechtgeschnittene 
PVDF-Membran wurde zunächst kurz in Methanol aktiviert, dann mit H2O bidest. abgespült, 
und anschließend in Transferpuffer äquilibriert. Schließlich wurde das „Gelsandwich“ mit 
zwei dünnen, auf Gelgröße zurechtgeschnittenen Whatman-Papieren, so zusammengesetzt, 
dass sich die PVDF-Membran zwischen Gel und Anode befand und die Proteine somit auf die 
Membran transferiert wurden. Der Transfer erfolgte dabei für Biorad-Gele für ca. 1 h bei             
200 mA auf Eis und für die HT-Gele für ca. 3h oder über Nacht bei 400 mA bei 15°C. 
 
Transferpuffer: 
7,2 g Glycin 
1,5 g TRIS  
ad H2O bidest. 1 Liter 
 
 
2.4.4. Ablösung von Antikörpern von der PVDF-Membran 
 
  Um Antikörper von der PVDF-Membran zu lösen, gibt es zwei Möglichkeiten: das 
„Strippen“ der Membran mit Glycin pH 2,8 oder das „Strippen“ mit β-Mercaptoethanol. Bei 
beiden Verfahren werden die gebundenen Antikörper von den Proteinen abgewaschen. Somit 
besteht die Möglichkeit auch andere Antikörper auf derselben Membran zu nutzen. 
 
Glycin Strippen:   β-Mercaptoethanol Strippen: 
100 mM Glycin pH 2,8 100 mM β-Mercaptoethanol + 2% SDS in TBS 
30 min bei RT   Unter Abzug 30 min bei 50°C 
Mehrmals mit TBS waschen  mehrmals mit TBS waschen 
Blockieren und Detektieren  Blockieren und Detektieren 
 
 
2.4.5. Immunologische Detektion von Proteinen 
 
  Zur Detektion der auf die PVDF-Membran transferierten Proteine wurde die Membran 
zunächst für 30 min bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C in Blocklösung 
geschwenkt, um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran abzusättigen. Anschließend 
wurde die Membran mit einer Antikörperlösung des gewünschten Primärantikörpers für 
mindestens 60 min inkubiert. 
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  Danach wurde die Membran zweimal für 5 min in TBST-Puffer und zweimal für 5 min in 
TBS-Puffer gewaschen. Die Membran wurde dann ebenfalls für mindestens 60 min mit einer 
zweiten Antikörperlösung inkubiert, bei welcher der Sekundärantikörper entweder an 
Meerrettich-Peroxidase oder einen Cy3- bzw. Cy5-Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt war. Im 
Anschluss wurden wiederholt die beschriebenen Waschschritte durchgeführt, bevor die 
Proteine mittels Chemilumineszenz nachgewiesen wurden. Zur Detektion wurde im Falle der 
Meerrettich-Peroxidase das Enhanced Chemiluminescence Detection (ECL)-System in 
Kombination mit Röntgenfilmen verwendet und für die Cy-Fluoreszenzfarbstoffe das 
Typhoon-System. 
 
  Bei dem ECL-System wurde die PVDF-Membran für 2 min in einer Mischung aus gleichen 
Volumina ECL-Lösung 1 und ECL-Lösung 2 inkubiert und dann zwischen zwei Folien 
gelegt. Anschließend konnten Röntgenfilme unterschiedlich lange exponiert werden, um die 
entstandene Chemilumineszenz zu visualisieren. 
 
  Im Falle der Detektion via Cy-Fluoreszenzfarbstoffe wurde die Membran getrocknet und 
dann im Typhoon-System eingescannt. 
 
TBS-Puffer:     TBST-Puffer: 
10 mM Tris/HCl, pH 7,4    0,05% (w/v) Triton X-100 in TBS-Puffer  
0,9% (w/v) NaCl      
 
Blocklösung:     Antikörperlösung: 
5% (w/v) Magermilchpulver in TBS-Puffer  Blocklösung+ Antiserum (Verdünnung 1:500 – 1:1000) 
 
2.4.6. Immunfluoreszenzfärbung von Proteinen in Zellkultur 
 
  Die Anfärbung von Proteinen in situ, dient dem besseren Verständnis ihrer Lokalisierung in 
der eukaryontischen Zelle. Dafür wurden Zellen (PC3 und HeLa) auf Deckgläsern 
herangezogen (2.5.12.). Diese Deckgläser wurden nach einem Waschschritt mit PBS für           
8 min bei RT mit 3,7% Formaldehyd in PBS fixiert. Nach dreimaligem Waschen der 
Deckgläser mit PBS für je 10 min, wurden die Zellen mittels 0,2% Triton X-100 plus                 
1% BSA in PBS für 5 min auf Eis permeabilisiert. Die so vorbereiteten Deckgläser wurden in 
eine feuchte Kammer (Petrischale mit feuchter Papier- und Parafilm-Unterlage) übertragen 
und dreimal mit PBS plus 1% BSA gewaschen, was der Blockierung der unerwünschten 
Bindungstellen dient.  
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  Daraufhin wurde der erste Antikörper (anti-Kaninchen-Antikörper, Verdünnung 1:500 bzw. 
1:750, siehe 2.2.1.) in PBS plus 1% BSA für 1 h bei RT auf die Deckgläser gegeben. Nach 
einem weiteren Waschschritt mit PBS plus 1% BSA, wurde der sekundäre Antikörper           
(Ziege-anti-Kaninchen-Alexa 488 Fluor-IgG Antikörper, Sigma, Verdünnung 1:1500) 
aufgetragen. Nach einer weiteren Inkubation für 1 h bei RT im Dunkeln wurde einmalig mit 
PBS plus 1% BSA gewaschen und DAPI (100 ng/ml in PBS plus 1% BSA) zum Gegenfärben 
des Kerns auf die Zellen gegeben. Nach zwei weiteren Waschschritten und einem kurzen 
Waschschritt mit PBS, wurden die Deckgläser getrocknet und mit 1 Tropfen Mowiol-
Propylgallat umgekehrt auf einen Objektträger gesetzt. Die so aufbereiteten Zellen, konnten 
dann unter dem Fluoreszenzmikroskop (Nikon) hinsichtlich des Lokalisierungssignals des 
Proteins untersucht werden. 
 
2.4.7. Aceton-Methanol Fällung 
 
  Um Proteine mittels Aceton/Methanol zu fällen, müssen zu maximal 350 µl Probe zwei 
Probenvolumen an eiskaltem Aceton p.a. zugegeben werden. Nach einer Zentrifugation bei 
14.000 rpm bei 2°C für 5 min (Kühlzentrifuge) wurde der Überstand verworfen und das 
Sediment mit 300 µl Methanol (eiskalt) gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 
14.000 rpm bei 2°C für 10 min wurde das Sediment in der Speed-Vac getrocknet und in 
Laemmli Probenpuffer aufgenommen. 
 
2.4.8. Quantifizierung von Proteinen 
 
2.4.8.1. Bestimmung der OD280 
 
  Die einfachste Methode der Proteinbestimmung ist die Messung der optischen Dichte bei 
280 nm. Diese beruht auf einer Lichtabsorption der aromatischen Aminosäuren Tryptophan, 
Phenylalanin und Tyrosin in diesem Bereich. Bei einer bekannten Proteinsequenz ergibt sich 
aus der Anzahl der aromatischen Aminosäuren ein Absorptionsfaktor AF. Wird dieser mit der 
OD280 multipliziert, erhält man die Proteinkonzentration in mg/ml. Der AF wurde mit Hilfe 
des DNAStar-Programms von Lasergene bestimmt. 
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2.4.8.2. Quantifizierung via Coomassie-Färbung und BSA als Proteinstandard 
 
  Das zu quantifizierende Protein wurde mit verschiedenen Mengen einer BSA-Stammlösung 
bekannter Konzentration auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Nach Coomassie Färbung des Gels 
wurde die Blaufärbung des zu quantifizierenden Proteins mit der Färbung der 
unterschiedlichen Konzentrationen des Eichproteins verglichen und so die Konzentration des 
zu quantifizierenden Proteins abgeschätzt. 
 
2.4.9. „pull-down“ Versuche 
 
  Der sogenannte „pulldown assay“ dient der in vitro Untersuchung von Protein-Protein-
Interaktionen. Hierfür wurden gereinigte GST-Fusionsproteine benutzt, die an GSH-
Sepharose immobilisiert wurden. Die so immobilisierten Proteine wurden mit ihren 
potentiellen Interaktionspartnern inkubiert, die entweder auch rekombinant in E. coli 
synthetisiert und gereinigt wurden oder in einem Protein-Gemisch in Form von Extrakten 
rauer Mikrosomen vorlagen.  
 
  Zur Immobilisierung der GST-Fusionsproteine wurden pro Ansatz 60 µl GSH-Sepharose in 
eine 1,5 ml Reaktionsgefäß vorgelegt. Die GSH-Sepharose wurde dreimal mit 
Chromatopgraphiepuffer 200 oder 400 bzw. TBS in Anwesenheit von CaCl2 oder EGTA 
gewaschen. Danach wurden 30 bis 120 µg des jeweiligen GST-Fusionsproteins in 
Chromatographiepuffer 200 oder 400 bzw. TBS in Anwesenheit von CaCl2 oder EGTA zu der 
GSH-Sepharose gegeben.  
 
  Es folgte eine Inkubation bei 4°C für 1 h unter ständiger Durchmischung. Der Überstand 
wurde durch kurzes Zentrifugieren in der Tischzentrifuge von der Sepharose getrennt und 
dann abgenommen. Diese wurde nachfolgend dreimal mit je 1 ml des jeweiligen Puffer 
gewaschen. Nach Zugabe der Proteine, die auf eine mögliche Interaktion mit dem                  
GST-Fusionsprotein getestet werden sollten, wurde das Volumen mit Puffer auf 200 µl 
eingestellt. Die Ansätze wurden wieder für 1 h bei 4°C unter ständiger Durchmischung 
inkubiert und anschließend dreimal mit je 1 ml Puffer gewaschen, nachdem die Überstände 
abgenommen wurden. Die Elution erfolgte dann durch Zugabe von 30 µl 1x Laemmli 
Probenpuffer und Inkubation bei 95°C für 5 min.  
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  Die Überständen wurden entweder mit 40 µl 5x Laemmli Probenpuffer versetzt und wie die 
Elutionen behandelt, oder der gesamte Überstand wurde Aceton-Methanol gefällt (vgl. 2.4.7.). 
Elutionen und die zugehörigen Durchflüsse wurden schließlich mittels SDS-PAGE oder 
Immundekoration analysiert. 
 
2.4.10. Bestimmung der Affinitäten der BiP-ERj7-J-Domäne Interaktion via 
 Oberflächenplasmonresonanz-Spektroskopie 
 
  Mit dem BIACORE-System lassen sich Interaktionen zwischen Biomolekülen in Echtzeit 
darstellen, ohne dass es notwendig ist, bestimmte Markierungen bei den Interaktionspartnern 
einzuführen. Einer der Interaktionspartner (Ligand) wird auf der Oberfläche eines Sensorchips 
gebunden, während der andere (Analyt) in Lösung über die Oberfläche fließt. Dabei werden 
Massenänderungen auf der Oberfläche des Sensorchips detektiert, die durch Assoziation bzw. 
Dissoziation zwischen Ligand und Analyt verursacht werden. 
 
  Bei dem physikalischen Phänomen der Oberfächenplasmonresonanz                                    
(surface plasmon resonance, SPR) wird der refraktive Index nahe der Oberfläche des 
Sensorchips gemessen. Dieser besteht aus einem dünnen Glasplättchen, das mit einem 
Goldfilm überzogen ist. Das Gold wird für das SPR-Detektionsprinzip benötigt. Sobald 
Moleküle durch Interaktionen an der Sensoroberfläche gebunden werden, kommt es zu einer 
Änderung des refraktiven Index. Dabei kann ein SPR-„Response“ beobachtet werden, die 
proportional zur gebunden Masse ist. Der „Response“ pro Masseneinheit (gemessen in 
„resonance units“, RU) ist für die meisten Proteine gleich. Um die SPR zu beobachten, wird 
polarisiertes Licht auf der Glasseite des Sensorchips reflektiert. Das SPR-Phänomen beruht in 
der durch polarisiertes Licht angeregte Oberflächenplasmone an der Grenzfläche von 
Goldfilm zu Analyt. Dies geschieht durch Einstrahlung polarisierten Lichtes mittels eines 
Prismas in Totalreflexion auf der dem Analyten abgewandten Seite. Ohne gebundenen Analyt 
weist das Intensitätswinkelspektrum des totalreflektierten Lichtes bei einem bestimmten 
Winkel ein Minimum auf. Der refraktive Index des Analyten beeinflusst dabei empfindlich 
die Anregungsbedingungen und damit den Winkel des Minimums. Bei einer Änderung des 
refraktiven Index durch die Interaktion von Analyt und Ligand kommt es so zu einer 
Änderung des Winkels, die in einem Sensorgramm aufgezeichnet wird. 
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  Die Analyt- bzw. Ligand-Lösungen werden über ein Flusssystem zu der Sensoroberfläche 
geleitet. Der Flusskanal bildet an der Sensoroberfläche zwei hintereinander geschaltete 
Flusszellen (Fc1 und Fc2), in denen verschiedene Liganden an die Chipoberfläche gebunden 
werden können. Die Flusszelle Fc2 wird in der Regel als Referenzzelle verwendet. In dieser 
Zelle wird die Referenzsubstanz gebunden, in der Zelle Fc1 der zu untersuchende Ligand. Für 
die mathematische Auswertung der Sensorgramme wird die Differenz der beiden Flusszellen 
verwendet (Fc1 – Fc2). Die Messungen erfolgten in einem BiaCoreX-Gerät mit Hilfe der 













Abb.2.2.: Das Detektionsprinzip des BIACORE-Systems 
(aus BIAjournal, No.1-1999) Polarisiertes Licht wird an der Goldoberfläche des Sensorchips 
totalreflektiert. Oberflächenplasmonresonanz in der Goldoberfläche des Chips führt zur Extinktion des 
reflektierten Lichts bei einem spezifischen Winkel. Dieser Winkel ist abhängig vom Brechungsindex 
der Lösung in unmittelbarer Nähe der Goldoberfläche, der sich wiederum mit Bindung von Molekülen 
aus der Lösung an die auf dem Chip immobilisierten Proteine ändert. Die Änderungen des 
Brechungsindex werden über die resultierenden Winkeländerungen gemessen und in einem sogenannten 
Sensorgramm aufgezeichnet. 
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  Bei den in dieser Arbeit verwendeten CM5-Sensorchips war auf den Goldfilm eine 
Dextranschicht aufgebracht, über die sich die Liganden kovalent an den Sensorchip koppeln 
liessen. Als Kopplungsstrategie wurde das „GST capturing“ verwendet, bei dem                     
GST-Fusionsproteine (Ligand) über einen zuvor kovalent an die Chipoberfläche gekoppelten 
GST-Antikörper gebunden werden. Die Kopplung des GST-Antikörpers an die CM5-Chips 
wurde nach Anweisung des Herstellers mit Hilfe des GST-Kopplungs-Kits durchgeführt: 
 
Flussrate 5 µl/min, Flusszelle 1 und 2 
35 µl NHS/EDC (Aktivierung der COOH-Gruppen der Dextranmatrix) 
35 µl GST-Antikörper in Kopplungspuffer 
35 µl Ethanolamin (Inaktivierung ungekoppelter aktivierter COOH-Gruppen) 
 
 
  Über den gekoppelten Antikörper wurden zwischen 300 und 500 RU GST-Fusionsprotein 
vorgebunden (Flussrate: 5 µl/min, PBS-KMT-Puffer, Fc 1). In der Referenzzelle (Fc 2) wurde 
die gleiche Menge an GST immobilisiert. 
 
  Die eigentlichen Messungen erfolgten dann bei einer Flussrate von 15 µl/min mit PBS-KMT 
als Laufpuffer. Dabei wurde mit wenigstens fünf verschiedenen Konzentrationen des 
Analyten gemessen. Die erhaltenen Daten wurden mit der Biaevaluation Software 3.1 
ausgewertet und somit die Affinitäten der Protein/Protein-Interaktionen bestimmt. 
 
2.4.11. Bestimmung der Stimulation der ATPase Aktivität von BiP durch die 
 ERj7 J-Domäne 
 
  Zur Bestimmung der ATPase-Aktivität von HSP70-Proteinen wurden mehrere Versuche mit 
radioaktiv markiertem ATP (γ-[32P]-ATP) durchgeführt. Die Hydrolyse-Aktivität konnte 
dabei anhand der freigesetzten Menge an radioaktivem Pi bestimmt werden. Um „steady 
state“ Bedingungen zu erreichen, enthielt der Reaktionsansatz ATP in großem Überschuss, so 
dass die Reaktion nicht durch das Substrat limitiert wurde. 
 
  Die zu untersuchenden Proteine wurden in einer Konzentration von 2 µM in einem 20 µl 
Reaktionsansatz bei 37°C auf einem Thermoblock inkubiert. Der Reaktionsansatz enthielt     
40 mM Hepes/KOH (pH 7,4), 25 mM KCl, 2,5 mM MgCl2, 500 µM ATP sowie 0,1 µCi             
γ-[32P]-ATP. Die ATP-Lösung wurde dabei als letztes zugegeben, wodurch die Reaktion 
gestartet wurde (Zugabe von 1 µl einer Lösung aus 10 mM ATP und 10 µCi γ-[32P]-ATP).  
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  Nach 2, 5, 10, 30, 45 und 60 min wurde jeweils 3 µl Probe entnommen und zu 3 µl einer 
vorgelegten 60 mM EDTA-Lösung pipettiert, um die Reaktion zu stoppen. Nach Ende der 
Probennahmen wurden jeweils 4 µl der Proben auf halbierte Dünnschichtchromatographie-
Platten aus Polyethylenimin (PEI)-Cellulose 1,5 cm vom unteren Rand entfernt aufgetropft. 
Der Abstand zwischen den einzelnen Auftragspunkten betrug ebenfalls 1,5 cm. Die Platten 
wurden anschließend in 1 M Formiat, 0,5 M Lithiumchlorid inkubiert, bis die Lauffront             
~ 1 cm vom oberen Rand entfernt war. Die Laufstrecke betrug dabei etwa 7,5 cm. Dann 
wurden die Platten getrocknet und in Frischhaltefolie eingepackt. Schließlich wurde für 
mindestens 3 h eine Phosphor-Screen-Platte aufgelegt. 
 
  Nach dem Scannen der Phosphor-Screen-Platte mit einem PhosphoImager (Molecular 
Dynamics) wurden die Banden des verbliebenen radioaktiv markierten ATP sowie des 
freigesetzten Pi mit der ImageQuant-Software (Version 3.3) quantifiziert. Mit den erhaltenen 
Werten konnte dann die Menge an hydrolisiertem ATP (µM) wie folgt berechnet werden: 
 
hydrolysiertes ATP (µM) = (γ-[32P]-Pi / (γ-[32P9-ATP + γ-[32P]-Pi)) * 500 µM 
 
2.4.12. Bindung von Proteinen an immobilisierte Oligopeptide 
 
2.4.12.1. Interaktion der [14C] markierten Protein in Abhängigkeit von Ca2+ oder EGTA 
 mit immobilisierten Oligopeptiden 
 
  Zur Detektion der Interaktion von Proteinen mit auf Zellulosemembran immobilisierten 
Oligopeptiden wurden die im Protein enthaltenen Lysine vorher mit [14C]-Formaldehyd 
radioaktiv markiert. Hierbei werden die Lysine mittels Natriumcyanoborhydrid (Jentoft und 
Dearborn, 1979) methyliert. Wichtig ist hierbei das der Trägerpuffer der Proteine keine freien 
Aminogruppen enthält (Hepes, Chaps, ua.). 
 
  Hierfür wurden 20 µg des zu markierenden Proteins in 180 µl 100 mM 
Natriumphosphatpuffer (pH 7,4) verdünnt. Anschließend wurde dem Ansatz 10 µl einer 
frischen 1%-igen Natriumcyanoborhydrid (10 mg/ml) wie 0,6 µl einer [14C]-markierter 
Formaldehydlösung (Amersham, 18 µCi/µl, 54,5 Ci/mol) hinzugefügt und das Gemisch für          
3 h bei 30°C auf dem Schüttelinkubator inkubiert. Zum Entfernen freier Radioaktivität 
wurden NAP5 Säulen (500 µl Probenvolumen) und Natriumphosphatpuffer verwendet.  
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  Durch Szintillationsmessung konnte die Gesamtmenge an Radioaktivität der einzelnen 
Eluate bestimmt werden. Zur Messung wurden 2 µl der markierten Proteine mit 3 ml 
Szintillationslösung vermischt und im „Liquid Scintillation Analyzer“ quantifiziert                 
(Abb. 2.3.A). Zur Kontrolle der Proteingröße und der Markierungseffizienz wurden 10 µl 
[14C]-markiertes Protein zusammen mit einem BSA Standard mittels SDS-Gel aufgetrennt 
und via Coomassie Färbung oder PhosphoImaging analysiert (Abb. 2.3.B, C). Die markierten 
Proteine wurden bis zum weiteren Gebrauch in 50 µl Fraktionen in flüssigem Stickstoff 
eingefroren und bei -80°C gelagert. 
 
Natriumphosphatpuffer pH 7,0: 
51,35 g Na2HPO4 
29,18 g NaH2PO4 
Ad 500 ml H2O bidest. 
 
 
  Um die Interaktion von Proteinen mit auf Zellulosemembran immobilisierten Oligopeptiden 
zu detektieren, wurden die Zellulosemembranen mit den immobilisierten Oligopeptiden zuerst 
1 min in Methanol p.a. aktiviert und dann mit H2O dest. zweimal für 1 min gewaschen. Nach 
dem Waschschritt wurden die Membranen für 3 h in Bindungspuffer mit CaCl2 oder EGTA 
äquilibriert. Die Membranen wurden dann 1 h mit 5% Milchpulver in TBS blockiert. Nach 
weiteren Waschschritten mit Bindungspuffer mit CaCl2 oder EGTA (dreimal, 10 min), 
wurden die Membranen mit 10 ml Bindungspuffer mit 1 mM CaCl2 oder 4 mM EGTA sowie 
30.000 cpm des [14C] markierten Proteins über Nacht bei 4°C inkubiert. 
 
  Die inkubierten Membranen wurden am nächsten Tag dreimal für 10 min in Bindungspuffer 
mit CaCl2 oder EGTA gewaschen, bei Raumtemperatur getrocknet und via PhosphoImager 
Platte und Typhoon analysiert. 
 
Bindungspuffer: 
50 mM Tris-HCl pH 7,5 
150 mM NaCl 
0,1 % Triton X-100 
1 mM CaCl2 oder 4 mM EGTA 


































Abb. 2.3.: [14C]-Markierung von Proteinen
A) Bestimmung der Gesamtmenge an radioaktiv markiertem Protein. Die blaue Kurve zeigt das 
Ergebnis der Szintillationsmessung, die rote Kurve die bestimmte Proteinmenge pro Fraktion aus Teil 
B. Fraktionen 7 und 8 zeigen die höchste Rate der radioaktiven Markierung.
B) Radioaktiv markierte Fraktionen wurden mittels SDS
Fraktionen 7 und 8 zeigen die größte Menge an 
C) Radioaktiv markierte Fraktionen wurden mittels SDS
7 und 8 zeigen die größte Menge an 
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  Die “polymerase chain reaction” (PCR) stellt eine schnelle Multiplikation von DNA 
Sequenzen in vitro dar. Start- und Endpunkt der Reaktion werden durch spezifische 
Oligonukleotid-Primer gesetzt, welche komplementär zu der DNA Sequenz sind. Durch das 
Einbringen von Restriktionsstellen für bestimmte Enzyme innerhalb des „primers“, kann die 
amplifizierte DNA Sequenz durch Klonierung in Expressionsplasmide eingefügt werden. Die 
Vervielfältigung der DNA erfolgt durch das hitzestabile Enzym aus Pyrococcus woesei, die 
Pwo-Polymerase. Die Polymerase besitzt eine 3`-5`-Exonuclease Funktion (“proof reading”) 
und wird durch eine sehr niedrige Fehlerrate (3,2 x 10-6) im Vergleich zur Taq-polymerase 
(2,6 x 10-6) charakterisiert.  
 
  In einem Thermocycler wird ein dreistufiger Zyklus mehrfach wiederholt: 
1. Denaturierung der doppelsträngigen DNA bei 94°C für 30s. 
2. Anlagerung der Oligonukleotid-Primer an die DNA für 30s. Hier ist die Temperatur Primer 
abhängig und wird wie folgt berechnet (Suggs et al., 1981): 
 
Schmelztemperatur Tm = {(Summe aller A + T) x 2°C + (Summe aller G + C) x 4°C} 
 
3. Synthese des komplementären DNA Stranges durch die Polymerasebeit 72°C 
(“extension”). Die Zeit in diesem Schritt ist abhängig von der Länge der DNA Sequenz. 
 
Die folgende Tabelle zeigt das Pipettierschema der PCR: 
 
Tabelle 2.8. Pipettierschema der PCR. 
10x Pwo-Puffer + 20 mM MgSO4 10 µl 
25 mM MgSO4 8 µl 
10 mM dNTPs 2 µl 
“up stream” Primer 50µM 1 µl 
“down stream” Primer 50µM 1 µl 
Plasmid DNA 0,5 µl 
Pwo Polymerase (5 U/µl) 0,5 µl 
H2O bidest. ad 100µl 
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  Nach dem PCR Prozess wurde ein 4 µl Aliquot der Reaktion mittels eines Agarosegels 
(2.5.4.) analysiert, um die Länge und Reinheit des amplifizierten Fragmentes zu testen. 
 
  Aufgrund von Unterschieden in der DNA Sequenz benötigte man neben verschiedenen 
Anlagerungstemperaturen auch unterschiedliche MgSO4 Konzentrationen, um das 
gewünschte PCR Produkt zu erhalten. 
 
  Anschließend wurde die amplifizierte DNA mittels eines „QUIAquick PCR Purificaation Kit 
(250)“ (QUIAgen) gereinigt. Dies diente dem Entfernen von Nukleotiden, Salzen, der 
Polymerase und anderer Verunreinigungen.  
 
2.5.2. DNA Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen und „calf intestine alkaline 
 phosphatase“ (CIAP) 
 
  Der präparative Verdau von PCR Fragmenten erfolgte über Nacht bei 37°C. Die Spaltung 
des Vektors und der analytische Verdau der präparierten DNA erfolgte für 1 h bei 37°C. 
Diese Parameter wurden genutzt, solange die Hersteller keine anderen Angaben zur 
Inkubationszeit und Temperatur machten. 
 
  Für einen päparativen Verdau wurden 2 – 4 µg DNA in einem Volumen von 50 – 60 µl mit 
10 – 20 Enzymeinheiten inkubiert und für den analytischen Verdau nur 1 µg DNA in einem 
Volumen von 10 µl mit 2 Enzymeinheiten. Der Erfolg des Verdaus wurde mittels Agarosegel 
geprüft (2.5.3.). 
 
  Um eine Religation des Vektor-DNA-Fragmentes zu verhindern, wurde „calf intestine 
alkaline phosphatase“ (CIAP) benutzt, um die 5’-terminalen Phosphatgruppen zu entfernen. 
Pro Verdau wurde 0,5 µl des Enzyms (Stammlösung 1 U/µl) zugefügt und der Ansatz für        
30 min bei 37°C inkubiert. 
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2.5.3. Agarose-Gelelektrophorese 
 
  Um DNA Fragmente nach ihrer Größe zu trennen wurde eine Agarose-Gelelektrophorese 
durchgeführt. DNA Probenpuffer wurde dafür gleich einem Fünftel des Probenvolumens zur 
Probe gegeben und der Ansatz auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen.  
 
  Das Gel wurde durch Auflösen von Agarose in TAE Puffer mittels einer Mikrowelle 
hergestellt. Vor dem Gießen des Gels wurde Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,5 µg/ml) 
zugegeben, um die DNA Fragmente zu färben. Die Separierung der Fragmente erfolgte bei 
200 mA für 30 – 60 min. Zur Analyse des Gels, wurde es unter UV Licht fotographiert. Ein 




0,25 % (v/v) Bromphenol-Blau 
0,25 % (v/v) Xylencyanol 
40 % (v/v) Saccharose 
 
TAE Puffer: 
40 mM Tris-Acetate 
1 mM EDTA 
 
 
2.5.4. Elution von DNA aus dem Agarosegel 
 
  Die gewünschten DNA Banden wurden unter UV Licht mittels eines sterilen Skalpells 
ausgeschnitten. Dabei wurde die Exposition zu UV Licht kurz gehalten, da eine lange 
Exposition zu einer geschädigten DNA und unerwünschten Mutationen führen kann. Die 
ausgeschnittene DNA Bande wurde in ein 2 ml Testgefäß mit einem 0,22 µm sterilen 
Filterelement überführt und für 15 min bei 14000 rpm RT zentrifugiert. Dieses Vorgehen 
trennt die Agarose von der DNA enthaltenden Flüssigkeit. Zu der Flüssigkeit wurden                
3 M Natriumacetat pH 5,2 (1/10 des Volumens) und 96 % Ethanol (2,5-fache des Volumens) 
zugegeben. Die DNA wurde gefällt indem die Probe bei -80°C für 30 min inkubiert und 
anschließend für 10 min bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert wurde. Diesem Schritt folgte 
ein Waschschritt mit 200 µl 70 % Ethanol. Nach einer weiteren Zentrifugation für 10 min bei 
14000 rpm und 4°C, wurde das Sediment in einer Speed-Vac Anlage getrocknet und in 10 µl 
TE Puffer pH 8,0 aufgenommen. 
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TE Puffer: 
10 mM Tris/HCl, pH 8,0 
1 mM EDTA 
 
 
2.5.5. Ligation mit T4-DNA-Ligase 
 
  Eine T4-DNA-Ligase vermittelt eine kovalente Esterbindung zwischen einer                              
5’-Phosphatgruppe eines DNA Doppelstranges und einer freien 3’-OH-Gruppe. Diese 
Endgruppen eines DNA Doppelstranges erhält man durch den Verdau mit 
Restriktionendonucleasen (2.5.2.).  
 
Die Ligation einer Vektor- und “insert”-DNA folgte diesem Schema: 
 
Tabelle 2.9. Übersicht Vektorligation. 
Reagenz Volumen (µl) 
Vector (0,2 µg/µl) 1 
Insert (0,2 µg/µl) 1 
Ligationspuffer (10x) 1 
T4-DNA-ligase (1 U/µl) 0,5 
H2O bidest. ad 10 
 
  Der Ligationsmix wurde mindestens für 1 h bei 25°C inkubiert. Kompetente E. coli Zellen 
wurden daraufhin mit 5 µl des Ligations-Mixes transformiert (2.5.6. and 2.5.7.). 
 
2.5.6. Herstellung kompetenter E. coli Zellen 
 
  Für die Herstellung kompetenter Zellen wurde ein modifiziertes Protokoll nach Hanahan 
(1983) genutzt. 2 ml LB Medium wurde über Nacht mit einer Kolonie des E. coli Stammes 
von einer LB Platte beimpft und über Nacht bei 37°C inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 
200 ml LB Medium beimpft und bei 37°C bis zu einer OD600 von 0,5 – 0,7 inkubiert. Die 
Kultur wurde dann in Zentrifugenbecher überführt, auf Eis 5 min inkubiert und dann für              
10 min bei 6000 rpm und 4°C in einer J2-MC-Zentrifuge (JA-10 Rotor) zentrifugiert. Das 
Sediment wurde in 80 ml Puffer 1 aufgenommen und wieder auf Eis für 5 min inkubiert. Nach 
einer weiteren Zentrifugation (s.o.) wurde das Sediment in Puffer 2 aufgenommen. Die 
Zellsuspension wurde aliquotiert, in flüßigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. 
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Puffer 1:   Puffer 2: 
100 mM RbC  l75 mM CaCl2 
50 mM MnCl2  10 mM MOPS (freie Säure) 
30 mM Kaliumacetat 10 mM RbCl2 
10 mM CaCl2  15 % (v/v) Glycerin 
15 % (v/v) Glycerin  pH 6,5 (mit verdünnter KOH) 
pH 5,8 (mit Essigsäure) 
 
 
2.5.7. Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA 
 
  Kompetente E. coli Zellen (100 µl Zellsuspension pro Ansatz) wurden auf Eis aufgetaut. 
Dann wurden 5 µl des Ligationsmixes oder 0,5 µl (~ 500 ng) Plasmid DNA zugegeben, sanft 
gemischt und auf Eis für 30 min inkubiert. Die Zellen wurden dann einem Hitzeschock bei 
42°C für 20 oder 90 s ausgesetzt, abhängig vom E. coli Stamm in einem Wasserbad oder 
Tischinkubator. Die Zellen wurden dann für 1 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 500 µl 
LB Medium, wurden Sie rollend bei 37°C für 60 min inkubiert. Sollten die Zellen auf          
LB Platten ausplattiert werden, wurden sie kurz zentrifugiert in einer Tischzentrifuge und das 
Sedimentin 50 µl LB Medium resuspendiert. Für eine Übernachtkultur wurde der gesamte 
Ansatz inkl. Antibiotika dem benötigten Volumen zugegeben. 
 
2.5.8. Kultivierung der Bakterien 
 
  E. coli Zellen wurden in LB Medium bei 37°C und 250 rpm kultiviert. Dies geschah in 
Erlenmeyerkolben, die bis zu einem Viertel ihres Gesamtvolumens befüllt waren. Antibiotika 
wurden, falls benötigt, in einer Konzentration von 1:1000 zu dem Gesamtvolumen 
hinzugegeben. 
 
Tabelle 2.10. Übersicht Antibiotika. 
Antibiotika Endkonzentration (µg/ml) Gelöst in 
Ampicillin 100 H2O 
Chloramphenicol 34 Ethanol 
 
LB Medium:  Alternativ: 
25 g LB Medium  10 g Trypton 
ad 1 l H2O bidest.  5 g Hefeextrakt 
Autoklavieren  10 g NaCl 
    pH 7,0 
    ad 1 l H2O bidest., autoklavieren 
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  LB-Ampicillin Platten werden benötigt, um die transformierten E. coli Zellen 
auszustreichen. Das folgende Rezept gilt für ~ 50 Platten von 9 cm durchmesser. Ampicillin 
wurde nach dem Abkühlen des autoklavierten Mediums auf 50 – 60°C zugefügt. 
 
LB-Ampicillin Platten:  Alternativ: 
35 g LB Agar  10 g Trypton 
ad 1 l H2O bidest.  5 g Hefeextrakt 
Autoklavieren  5 g NaCl 
    15 g Agar 
    1 ml 1 M NaOH 
    pH 7,0 
    ad 1 l H2O bidest. 
    Autoklavieren 
 
 
2.5.9. Minipräparation zur Isolierung von Plasmiden aus E. coli 
 
  Es wurde im Folgenden eine modifizierte Methode nach Birnboim und Doly (1979) benutzt, 
bei der Plasmide mit Phenol-Chloroform nach einer alkalischen Lyse extrahiert werden. 2 ml 
TB Medium mit Ampicillin (100 µg/ml) wurde mit einer bakteriellen Kolonie beimpft. Die 
Kultur wurde über Nacht bei 37°C rollend inkubiert. 1,5 ml dieser bakteriellen Kultur wurden 
in ein Testgefäß überführt und die Zellen durch Zentrifugation für 15 s bei 14000 rpm 
geerntet. Das Sediment wurde durch Vortexen in 100 µl GTE Puffer resuspendiert. Nach 
Zugabe von 200 µl frischer 1%iger SDS / 0,2 M NaOH Lösung wurde der Ansatz mehrfach 
gemischt. Während des Mischens wird die Zellwand der Bakterien durch das SDS 
aufgebrochen und die DNA durch NaOH denaturiert. Die Reaktion wurde mit 150 µl                
3 M NaOAc pH 5,2 gestoppt und die DNA durch Zugabe von 400 µl 
Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol (25:24:1) und Vortexen für 30 s extrahiert. Eine 
Zentrifugation für 2 min 14000 rpm bei Raumtemperatur ergab drei Phasen: a) Reststücke der 
Zellmembran sowie chromosomale DNA und RNA, die aufgrund des SDS ausfallen und in 
der organischen Phase verbleiben; b) eine Proteinhaltige Phase in der Mitte und c) eine 
wässrige Phase mit der Plasmid-DNA. 400 µl der wässrigen Phase wurden abgezogen und zu 
1 ml 96% Ethanol zur Fällung gegeben. Dies geschah durch Inkubation des Ansatzes bei 
Raumtemperatur für 1 min und eine nachfolgende Zentrifugation bei 14000 rpm für 2 min. 
Das DNA Sedimentwurde dann mit 750 µl 70% Ethanol und einer weiteren Zentrifugation 
gewaschen. Nach Trocknung des Pellets Sediment via Speed-Vac, wurde das Sediment in               
50 µl TE Puffer pH 8,0 / RNase A (Konc. 50 µg/ml) gelöst und bei 56°C für 3 min und bei 
37°C für 30 min inkubiert. Für einen Kontrollverdau wurde 1 µl dieser DNA Lösung benutzt. 
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TB Media:  Alternativ: 
50,8 g TB Medium  12 g Casein 
4 ml Glycerin  24 g Hefeextrakt 
ad 1 l H2O bidest  2,3 g KH2PO4 
Autoklavieren  12,5 g K2HPO4 
    4 ml Glycerin 
    pH 7,0 
    ad 1 l H2O bidest 
    Autoklavieren 
 
 
  Nach Abkühlen des Mediums, wurden 50 ml Kaliumphosphat Puffer (0,89 M, pH 7,4) 
hinzufügt. 
 
Kaliumphosphat Puffer:  Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol (25:24:1) 
23,1 g KH2PO4   von Roth 
125,4 g K2HPO4 
Ad 1 l H2O bidest 
 
GTE Lösung:   TE Puffer: 
50 mM Glucose  10 mM Tris/HCl pH 8,0 
25 mM Tris/HCl pH 8,0 1 mM EDTA 
10 mM EDTA    
 
RNase A (10mg/ml): 
10 mg RNase A 
986,25 µl H2O bidest. 
10 µl 1M Tris/HCl pH 7,5 
3,75 µl 4 M NaCl 
15 min 100°C Wasserbad (Inaktivierung der DNase) 
 
 
  Für eine Präparation größerer Mengen an Plasmid wurde der “Jetstar Plasmid Purification 
Midi Kit / 50” (Genomed) nach Anleitung des Herstellers benutzt. Hier wird eine alkalisch 
lysierte DNA an eine Anionenaustauschsäule gebunden, gewaschen und eluiert.  
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2.5.10. Zellkultur  
 
  Zellen wurden bei 37°C 5% CO2 in dem entsprechenden Medium, angezogen. Die 
nachfolgende Tabelle zeigt die Zelllinien mit ihren Parametern. 
 
Tabelle 2.11. Übersicht der verwendeten Zelllinien. 
Zelllinie Medium Trypsinisierung Verdopplungszeit (h) 
nach DSZM 
Aufteilung (Woche) 
HeLa ATCC DMEM Gibco 
(stabiles Glu) 31966-
021 + 10% FCS 
+ 48 2x; 1:5 
PC3 DMEM Gibco 
41966-02a + 4,5g 
Glukose + 2mM Glu 
+ 1% Aminosäuremix 
+, gehen schlecht 
ab 
50 2 – 3x; 1:10 
 
  Zellen wurden bei Aussaat für die nachfolgenden Versuche, bei Ernte bzw. für die 
Probenentnahme via Neubauer-Zählkammer gezählt. Hierfür wurden die Zellen 1:2 mit 
Tryptophan-Blau verdünnt und die vier Quadrate der Zählkammer ausgezählt. Der Mittelwert 
der Summe der vier Quadrate wurde dann mit dem Kammerfaktor 104 und dem Wert der 
Verdünnung 2 multipliziert, um die Zellzahl pro ml zu bestimmen. 
 
  Zellen wurden geerntet indem man sie nach Entfernung des alten Mediums mit PBS wusch, 
kurz in Trypsin EDTA inkubierte und die Zellen daraufhin in 1 ml Medium aufnahm. Die 
Zellsuspension wurde dann bei RT für 3 min bei 3000 rpm in einer Tischzentrifuge 
zentrifugiert. Das Sediment wurde dann mit PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und der 
Puffer restlos entfernt. Das Zellsediment wurde dann mit flüssigem Stickstoff eingefroren und 
bei -80°C gelagert. Parallel wurde die Zellzahl des Pellets via Neubauer-Zählkammer 
bestimmt. 
 
  Für eine Analyse mittels HT-Gel und Western Blot wurden die Zellpellets mit Lysepuffer 
versetzt und 20 – 30 min bei 37°C inkubiert. Das Volumen des Lysepuffer entsprach dabei 
1/20.000 der bestimmten Zellzahl. Nach der Inkubation wurde das gleiche Volumen an 2x 
Laemmli Probenpuffer hinzugegeben und die Probe bei 56°C für 10 min inkubiert. Die 
erhaltenen 100.000 Zellen pro 10 µl konnten dann in der jeweiligen Zellzahl (meist              
300.000 Zellen) auf die HT-Gele aufgetragen werden. 
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2.5.11. Transfektion von Zellen mit siRNA 
 
  Zellen wurden am Vortag 1:3 aufgeteilt. Nach Ernte der Zellen und einer 
Zellzahlbestimmung, wurden 1,2 * 105 Zellen pro Kammer einer 12-„well“ Platte mit 
vorgelegtem 1,1 ml Medium ausgesät. Parallel wurde der Transfektionsansatz für die siRNA 
ERj7-hs-#1 und ERj7-hs-#2 vorbereitet: 
 
Tabelle 2.12. Schema des Transfektionsansatzes. 
Reagenz Volumen (µl) Stammkonzentration (µM) 
Optimem (serumfrei) 99  
siRNA 0,6 20 
HiPerfect 6  
Schnell vortexen! 
10 min bei Raumtemperatur inkubieren! 
 
  Nach Inkubation wurde der Transfektionsansatz tropfenweise auf die vorgelegten Zellen 
gegeben und die 12-„well“ Platte bei 37°C für 96 h inkubiert. Nach 48 h, 72 h und 96 h 
wurden die Zellen geerntet und via HT-Gel und Western Blot analysiert. 
 
  Neben den Kammern für die Zellernte wurden Deckgläschen in den „wells“ ausgelegt, um 
eine Immunfluoreszenz-Färbung durchzuführen. Die Deckgläser wurden einmal mit PBS 
gewaschen und die 1,2 x 105 Zellen pro Kammer darauf ausgesät. Der Transfektionsansatz 
wurde tropfenweise zugegeben und die 12-„well“ Platte bei 37°C für 96 h inkubiert. Nach    
72 h wurden die Deckgläser aus der 12-„well“ Platte entfernt, in eine feuchte Kammer 
übertragen und für eine Immunfluoreszenz-Messung aufbereitet (2.4.6.). 
  
 
2.5.12. Stress Induktion in Zellen durch Thapsigargin und Tunicamycin 
 
  Zellen wurden am Vortag 1:3 aufgeteilt. Nach Ernte der Zellen und einer 
Zellzahlbestimmung, wurden 2 x 105 Zellen pro Kammer einer 12-„well“ Platte mit 
vorgelegtem 1,1 ml Medium ausgesät. Nach 24 h wurden entweder DMSO 
(Lösungsmittelkontrolle, Endkonzentration 0,05 %), Thapsigargin (Endkonzentration 1 µM) 
oder Tunicamycin (Endkonzentration 1 µg/ml) zu den Zellen gegeben. Die Ernte und Analyse 
via HT-Gel und Western Blot bzw. die Immunfluoreszenz-Färbung erfolgte 24 h später. 
 3. Ergebnisse 
 
3.1. ERj7p, ein HSP40-Homolog im ER
 
  Bei ERj7p, ehemals „gunanine nucleotide binding protein gama 10“
um das siebte entdeckte DnaJ
(Zahedi, Völzing, Schmitt, Frien
von Pankreasmikrosomen entdeckt. 
MS-Daten eine zu DnaJ-homolog
Domänen und einen luminalen C
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist, in welchen Quantitäten es vorkommt und ob es 
wie alle anderen HSP40-Homologen im ER mit BiP 
stimuliert (Tsai und Douglas, 1996; Chevalier 
ob ERj7p bei ER-Stress ähnlich
zeigt die Sequenz des bioinformatisch ermittelten Proteins (A) wie auch das in dieser Arbeit 














Abb. 3.1. Sequenz von ERj7
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B. das Fusionsprotein GST-
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Antikörper; einfach unterstrichen die Transmembran
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3.1.1. ERj7p lokalisiert bei einer Immunfluoreszenz im ER von PC3-Zellen 
 
  ERj7p wurde als 39 kDa Membranprotein des ER mit einer luminalen J-Domäne 
vorausgesagt, wobei die Insertion in die Membran über eine spaltbare Signalsequenz und zwei 
Transmembran-Domänen erfolgen sollte (Zahedi, Völzing, Schmitt, Frien et al., 2009). Durch 
Carbonatextraktion von Proteinen aus Hundepankreasmikrosomen wurde gezeigt, dass ERj7p 
in der Membran des ER lokalisiert (Zahedi, Völzin, Schmitt, Frien et al., 2009). Es sollte 
daher zunächst getestet werden, ob ERj7p auch auf zellulärer Ebene im ER nachweisbar ist. 
Hierzu wurden Immunfluoreszenzfärbungen bei humanen PC3-Zellen durchgeführt. 
 
  Zu diesem Zweck wurden humane PC3-Zellen herangezogen (2.5.10.) und nach 24 h 
Wachstum bei 37°C mittels Formaldehyd fixiert und mit Triton-X permeabilisiert (2.4.6.). 
Zur Detektion von ERj7p und Sec62p, als Kontrolle / Marker für das endoplasmatische 
Retikulum, wurden entsprechende Antikörper (α-1026/27 und α-262, vgl. 2.2.1.) sowie ein 
fluoreszenz-markierter, sekundärer Antikörper (α-Rabbit-Alexa488, Invitrogen) eingesetzt. 
 
  Für Sec62p und ERj7p ergab sich eine vergleichbare Anfärbung der PC3-Zellen (Abb. 
3.2.A.). Bei beiden Proteinen war der Kern in der Färbung ausgespart und das ER angefärbt. 
Dass ERj7p in PC3-Zellen vorhanden ist und vom Antikörper erkannt wird, wurde mittels 
Western Blot nachgewiesen (2.4.3., 2.4.5.). Neben PC3-Zellen zeigten auch Cos- sowie    
3T3-Zellen eine Bande in Höhe des Molekulargewichts von ERj7p (Abb. 3.2.B.). Der   
ERj7p-Antikörper zeigte neben der vom Molekulargewicht her passenden Bande zwei 
weitere, prominentere Proteinbanden (Abb. 3.2.B., ?). Diese Proteinbanden verschwanden 
auch nicht bei Verwendung einer anderen Antikörperfraktion bzw. nach Affinitätsreiniung des 
Antikörpers. Dass die Bande bei ~ 33 kDa ERj7p darstellt, wurde in Zusammenhang mit der 
Quantifizierung von ERj7p in rauen Mikrosomen (3.1.3.) verfiziert. Die Immunfluoreszenz 
zeigt somit, dass ERj7p im ER lokalisiert, allerdings sprach der Western Blot für eine 
zusätzliche unspezifische Färbung der Zellen. Um zu klären, ob das ER-Signal tatsächlich die 
Lokalisierung des ERj7p widerspiegelt, wurde ERj7p mittels siRNA in PC3-Zellen 
herunterreguliert bzw. wurden die Zellen Stressoren ausgesetzt und erneut via 
































Abb. 3.2.  
A. IF von ERj7p und Sec62p in 
und mittels Formaldehyd fixiert, Triton
Rabbit-Alexa488 für die Proteine bzw. DAPI für den Kern gefärbt.
B. Analyse von 3T3-, Cos-
Blot auf Vorhandensein von ERj7p
Antikörper: α-1026/27 (1:500) und 2
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PC3-Zellen. PC3-Zellen wurden in Gibco DMEM 21499 angezogen 
-X permeabilisiert und mit α-1026/27 oder 
 
, PC3-Zellen sowie von rauen Mikrosomen via SDS





-PAGE sowie Western 
 
-IgG Antikörper 
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3.1.2. ERj7p wird in das ER importiert 
 
  Eine weitere Möglichkeit die Lokalisierung von ERj7p zu bestätigen war ein 
Transportversuch (2.3.4.) in das ER. Dieser wurde von Christian Völzing (2009) für Gng10, 
welches identisch ist mit ERj7p, in rauen Mikrosomen aus dem Hundepankreas durchgeführt. 
Der Versuch zeigt die Insertion des Vorläuferproteins für ERj7p in raue Mikrosomen      
(Abb. 3.3.A. Spuren 4, 5), allerdings keine Protease-geschützte Proteinbande (Abb. 3.3.A. 
Spur 5). Die Positiv-Kontrolle war Luziferase (Abb. 3.3.B.). Hier wurde das Vorläuferprotein 
vollständig in raue Mikrosomen transportiert und Protease-geschützt. Die Luziferase wurde 
ebenso wie Gng10 durch die Signalpeptidase prozessiert. Dass Gng10 / ERj7p allerdings nicht 
im Importversuch vollständig geschützt wird, weist auf eine Insertion des Proteins in die ER-
Membran hin. ERj7p verfügt über zwei Transmembran-Domänen, so dass in diesem Versuch 















Abb. 3.3. aus Zahedi, Völzing, Schmitt (2009). 
A. Import von ERj7p in RMs des Hundepankreas. Der Vorläufer von ERj7p wurde in Retikulozyten 
Lysat in Anwesenheit von [35S]-Methionin für 20 min bei 30°C synthetisiert. Die Translationsreaktion 
wurde mit Puffer oder RMs versetzt und nach Translation gedrittelt. Die Proben wurden dann mit 
Proteinase K (Protease) und / oder Triton-X- 100 (TX-100) für 60 min bei 0°C inkubiert oder blieben 
unbehandelt. Anschließend wurden die Proben via SDS-PAGE und „Phospho Imaging“ analysiert. 
B. Import von pGluc in RMs des Hundepankreas. Der Vorläufer von pGluc wurde in Retikulozyten 
Lysat in Anwesenheit von [35S]-Methionin für 20 min bei 30°C synthetisiert. Die Translationsreaktion 
wurde mit Puffer oder RMs versetzt und nach Translation gedrittelt. Die Proben wurden dann mit 
Proteinase K (Protease) und / oder Triton-X- 100 (TX-100) für 60 min bei 0°C inkubiert oder blieben 
unbehandelt. Anschließend wurden die Proben via SDS-PAGE und „Phospho Imaging“ analysiert. 
 3.1.3. ERj7p liegt in hoher Konzentration
 
  Um eine Einschätzung der Konzentration an ERj7p in rauen Mikrosomen treffen zu können, 
wurden eine definierte Konzentration an GST
an rauen Mikrosomen via SDS
Die rauen Mikrosomen wurden so eingestellt, dass 
einem Äquivalent entspricht. 
Mikrosomenpräparationen sowie für die Banden der GST
wurden mittels ImageQuant die Intensitätsvolumina bestimmt. Nach Auftrag der 
Intensitätsvolumina von GST-
aus dem Eichgraph (Abb. 3.4.B.) die Geradengleichung bestimmt 
Nach Umkehr der Geradengleichung 
pro Äquivalent bzw. pro µl in rauen Mikrosomen 
38,5 kDa ergab sich im Folgenden
Mikrosomen. Dies galt für beide Chargen an rauen Mikrosomen
Mikrosomen in einer ähnlichen Konzentration vor wie ERj2p (Sec63p) oder ERj5p mit je 













Abb. 3.4. Quantifizierung von 
A. Verschiedene Mengen an rauen
GST-ERj7-J auf einer SDS
mittels α-1026/27 erlaubte eine Abschätzun
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 in der Membran von rauen Mikrosomen
-ERj7 J-Domäne sowie verschiedene Mengen 
-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran übertragen. 
1 µl der Suspension bei einer OD
Für die Banden von ERj7p aus den beiden rauen 
-ERj7p J-Domäne (A
ERj7p J-Domäne gegen die bekannten Konzentrationen wurde 
(y = 2*10
(x = (y – 3*106) / (2*108)) wurde die 
berechnet. Bei einem Molekulargewicht von 
 eine Konzentration von 2,3 µM für E
. ERj7p liegt daher in rauen 
 
ERj7p in rauen Mikrosomen. 
 Mikrosomen („RM“) wurden gemeinsam mit definierten Massen an 
-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran übertragen. Die Detektion 




40 = 40 
bb. 3.4.A.) 
8
*x + 3*106). 
Menge an ERj7p 

















Abb. 3.4. Quantifizierung von ERj7p in rauen Mikrosomen.
B. Eichgraph zur Berechnung der Konzentration an ERj7p in rauen Mikrosomen. Aufgetragen ist die 
bekannte Masse an rekombinantem GST
des Western Blots. Nach Umkehr der Geradengleichung konnte die 
bzw. pro µl RM berechnet werden. Bei einem Molekulargewicht von 38,5 kDa ergab sich daher ein 
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-ERj7p J-Domäne gegen das Intensitätsvolumen der Banden 
Masse an ERj7p pro Equivalent RM 
 
  
 3.1.4. Rekombinante Expression und Reinigung des Fusionsproteins 
J-Domäne 
 
  Um ERj7p in vitro zu charakterisieren, wurde die J
GST-Fusionsprotein in E. coli
GSH-Sepharose gereinigt. Die Klonierung 
die Firma RZPD (RZPD-Klon: EX
wurde durch PCR amplifiziert und mit Hilfe von Restriktionsschnittstellen für 
BamHI in den pGEX-4T-TEV
Domäne lag nach der Synthese in 
einer Umpufferung in PBS und einem Konzentrationsabgleich mit Rinder Serum Albumin 
(BSA) für die nachfolgenden Versuche verwendet. Eine Kontro
α-GST-Antikörper zeigte wie schon die Coomassie















Abb. 3.5. Synthese von GST
A. Rosetta pLys E. coli-
transformiert und bei 37°C und 250
wurde dann bei einer Temperatur von 
Induktion (Spur „+ IPTG“) wurden die Zellen durch Ze
geerntet. Die Zellen wurden durch 
Suspension wurden durch 
Sepharose Säule gegeben und 
„Durchfluss“ und „Fraktionen der Elution“)
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GST
-Domäne des
 synthetisiert und mittels Affinitätschromatographie an 
des ERj7p aus humanem Gewebe erfolgte durch 
-E1345-B02). Die Gensequenz der J-Domäne des ERj7p 
-804 Vektor subkloniert (vgl. Abb. 3.1.). 
E. coli in löslicher Form vor (Abb. 3.5.A.) und wurde nach 
lle der Fraktionen mit einem            
-Färbung (Abb. 3.5.A.) kaum Abbau. Es 
-ERj7p J-Domäne in E. coli. 
Zellen wurden mit dem Plasmid pGEX-4T-TEV
 Upm bis zu einer OD600 von 1,0 kultiviert (Spur „
20°C für 3 h mit 0,3 mM IPTG induziert. Nach 
ntrifugation bei 5.000 Upm und 4
Einfrieren und Auftauen aufgeschlossen. Unlösliche Bestandteile 
Zentrifugation abgetrennt (Spur „Pellet“). Das Lysat wurde auf eine GSH




 Proteins als                  





- IPTG“). Es 
Ende der 


















Abb. 3.5. Synthese von GST
B. Kontrolle der Expression auf Western Blot Ebene.
Zur Kontrolle der Expression wurden die Proteine mittels 
Membran transferiert. Die immunologische Detektion erfolgte 
anti-Kaninchen-IgG Antikörper
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-ERj7p J-Domäne in E. coli. 
 
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF
mit α-GST (1:1000) und 
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3.1.5. Funktion der GST-ERj7 J-Domäne 
 
3.1.5.1. Das Fusionsprotein GST-ERj7 J-Domäne interagiert ATP-abhängig mit BiP 
 
  In Anwesenheit von ATP interagieren HSP40-Proteine mit molekularen Chaperonen der 
HSP70-Familie. Die Interaktion wird dabei durch die J-Domäne der HSP40-Proteine 
vermittelt (Silver und Way, 1993; Shen et al., 2002). Aus diesem Grund sollte die 
Funktionalität der rekombinant in E. coli synthetisierten GST-ERj7-J-Domäne mittels ihrer 
Bindungseigenschaften an BiP geprüft werden.  
 
  Zu diesem Zweck wurde GST-ERj7 J-Domäne an GSH-Sepharose immobilisiert und mit 
RM Extrakt in An- und Abwesenheit von ATP inkubiert. Der Extrakt aus Hundepankreas-
Mikrosomen wurde durch Solubilisierung von rauen Mikrosomen und anschließende 
Abtrennung von Membranbestandteilen durch Zentrifugation hergestellt (vgl. 2.3.1.). 
Unspezifisch bindendes Protein wurde durch Waschen von der GSH-Sepharose entfernt. Die 
gebundenen Proteine wurden daraufhin mit Laemmli-Probenpuffer eluiert. Die 
Elutionsproben sowie die Überstände mit ungebundenem Protein wurden via SDS-PAGE 
aufgetrennt und mit Coomassie gefärbt (siehe Abb. 3.6.B). Bei Betrachtung des gebundenen 
Materials in Spur 1 ist zu erkennen, dass in Abwesenheit von ATP BiP im verwendeten RM-
Extrakt verblieb (Spur 2). In Anwesenheit von ATP hingegen ging BiP eine Bindung mit 
GST-ERj7 J-Domäne ein (Spur 3 und 4). Bei der Negativkontrolle (Abb. 3.6.A.) war keine 
Bindung festzustellen, so dass eine Interaktion von BiP mit dem GST-„tag“ des 
Fusionsproteins ausgeschlossen werden konnte. BiP konnte via Western Blot der in Abb. 3.6. 
gezeigten Bande zugeordnet werden (Abb. 3.6.D.). 
 
  Zur Bestätigung dieses Ergebnisses wurde die Interaktion mit rekombinant in E. coli 
synthetisiertem BiP-His6 anstatt RM-Extrakt untersucht. Auch hier wurden die 
Elutionsproben und die Überstände mittels SDS-PAGE und Coomassie-Färbung analysiert 
(Abb. 3.6.C.). Wie schon bei dem Versuch mit RM-Extrakt kam es nur bei Anwesenheit von 
ATP zu einer Bindung von BiP an GST-ERj7-J-Domäne (Spur 3).  
 
  Die J-Domäne des Fusionsproteins von ERj7p interagierte somit ATP-abhängig mit BiP. 
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Abb. 3.6. GST-ERj7
ATP-abhängig mit BiP
A. Pro Ansatz wurden 30 µl GSH
Sepharose mit 20 µg GST für 1 h bei 4°C 
inkubiert und anschließend mit 
0,325% CHAPS 
immobilisierten Proteine wurden dann in 
An- oder Abwesenheit von 2 mM ATP mit 
50 µl RM-Extrakt (vgl. 
CCP0 für 15 min auf Eis
Abnahme der Überstände
wurde nicht gebundenes Material durch 
dreimaliges Waschen 
CHAPS entfernt. Die Elution erfolgte 
durch eine Inkubation mit
Probenpuffer für 5 min bei 95°C. Von den 
Proben der Überstände 
wurden jeweils 10 µl mittels SDS
aufgetrennt und Coomassie gefärbt.
B. Pro Ansatz wurden 30 µl GSH
Sepharose mit 120
Domäne für 1 h bei 4°C inkubiert und 
anschließend mit PBS + 0,325% CHAPS 
gewaschen. Die immobilisierten Proteine 
wurden dann in An-
2 mM ATP mit 50 µl 
2.3.1.) und 50 µl CCP0 für 
inkubiert. Nach Abnahme der Überstände
(Spur 2 und 4), wurde nicht g
Material durch dreimaliges Waschen mit 
PBS + 0,325% CHAPS 
Elution erfolgte durch eine Inkubation mit
30 µl Laemmli-Probenpu
95°C. Von den Proben der Überstände 
den Elutionen wurden jeweils 
SDS-PAGE aufgetrennt
gefärbt.  
C. Je Ansatz wurden 30 µl GSH
mit 120 µg GST-ERj7p 
bei 4°C inkubiert und anschließend mit 
PBS + 0,325% CHAPS 
Ansätze wurden dann mit 
An- oder Abwesenheit von 2 mM ATP für 
15 min auf Eis inkubiert. Die Ansätze 
wurden dabei mit PBS + 0,325% CHAPS
auf ein Volumen von 1
Nach der Abnahme der Überstände
ungebundenes Material du
Waschen mit PBS + 0,325% CHAPS
entfernt. Die Elution erfolgte durch eine 
Inkubation mit 
Probenpuffer für 5 min bei 95°C. Von den 
Proben der Überstände und den Elutionen 
wurden jeweils 10 µl mitte
aufgetrennt und Coomassie gefärbt.
D. Western Blot für BiP. B
α-BiP-Antikörper in RMs und PKRMs bei 







2.3.1.) und 50 µl 
 inkubiert. Nach 
 (Spur 2 und 4), 
mit PBS + 0,325% 
 30 µl Laemmli-




 µg GST-ERj7 J-
 oder Abwesenheit von 
RM-Extrakt (vgl. 





ffer für 5 min bei 
und 
10 µl mittels 
 und Coomasie 
-Sepharose 
J-Domäne für 1 h 
gewaschen. Die 
20 µg BiP in 
 







iP wird mit          
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3.1.5.2. Das Fusionsprotein GST-ERj7 J-Domäne stimuliert die ATPase-Aktivität  
 von BiP 
 
  Es konnte eine ATP-abhängige Interaktion von GST-ERj7 J-Domäne mit dem HSP70 
Chaperon BiP, wie sie von Shen et al. (2002) für ERj4p und BiP gezeigt wurde, bestätigt 
werden. Als weiterer Test zur Funktionalität der rekombinant synthetisierten GST-ERj7        
J-Domäne wurde daher der Einfluss der J-Domäne des ERj7p auf die ATPase-Aktivität von 
BiP untersucht. Eine funktionelle Interaktion eines J-Proteins mit seinem HSP70-Partner führt 
zu einer Stimulation von dessen intrinsischer ATPase-Aktivität (Cyr et al., 1994, Rassow      
et al., 1995).  
 
  BiP wurde für diesen Versuch in einem äquimolaren Verhältnis zu der GST-ERj7 J-Domäne 
eingesetzt. Bei dem verwendeten BiP handelte es sich um rekombinant in E. coli 
synthetisiertes His6-BiP aus Hamster. Die Proteine wurden zusammen mit 500 µM ATP 
sowie 0,1 µCi [γ32P]ATP bei 37°C inkubiert (vgl. 2.4.11.). Aus den Reaktionsansätzen 
wurden zu verschiedenen Zeiten Proben entnommen und die Reaktion mit EDTA gestoppt. 
ATP und freigesetztes Pi wurden anschließend durch Dünnschicht-Chromatographie 
aufgetrennt. Die DC-Platten wurden schließlich mit einem PhosphoImager und der 
zugehörigen ImageQuant-Software ausgewertet (Abb. 3.7.). 
 
  Es zeigte sich eine zweifache Stimulation der intrinsischen ATPase-Aktivität von BiP in 
Anwesenheit von GST-ERj7 J-Domäne. Der Zusatz des Nukleotidaustauschfaktors GRP170 
erhöhte die ATPase-Aktivität um das 2,5-fache (Abb. 3.7.). Diese Ergebnisse zeigen, dass die 
rekombinant in E. coli synthetisierte GST-ERj7 J-Domäne in der Lage ist, funktionell mit BiP 
zu interagieren. 
 
  In Zusammenfassung mit der in 3.1.5.1. gezeigten ATP-abhängigen Interaktion der              
J-Domäne von ERj7p mit BiP stellt ERj7p ein HSP40 Co-Chaperon des Chaperon-
Netzwerkes des ER dar. Die genaue Affinität der beiden Proteine zueinander wurde im 




















Abb. 3.7. GST-ERj7p stimuliert die ATPase
2 µM BiP wurden in An- 
und 0,1 µCi [γ32P]ATP bei 37°C inkubiert. Nach 3, 10, 20, 40 und 60
und zum Stoppen der ATPase
dann auf eine PEI-Cellulose
10 min in 1 M Formiat, 0,5
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-Aktivität von BiP  
und Abwesenheit von 2 µM GST-ERj7p in Hepes-Puffer mit 500
 min wurden Aliquots entnommen 
-Reaktion in eine 60 mM EDTA-Lösung überführt. Die Aliquots wurden 
-Platte aufgetragen und zur Trennung von ATP und fre
 M Lithiumchlorid chromatographiert. Die radioaktiven Adeninnukleotide 
-Platte für 1,5 h sichtbar gemacht und mit der 
 
  
 µM ATP 
igesetztem Pi für ca. 
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3.1.5.3. Das Fusionsprotein GST-ERj7 J-Domäne zeigt eine hohe Affinität zu BiP 
 
  Nach dem Nachweis der Funktionalität der GST-ERj7 J-Domäne durch die Interaktion mit 
BiP in den vorausgegangenen Versuchen sollte anschließend die Affinität der Bindung 
bestimmt werden. Die erhaltene Affinität sollte in Zusammenhang mit den Affinitäten anderer 
HSP40-Bindungspartner gebracht werden.  
 
  Die Bindungsaffinität wurde mit Hilfe der Oberflächenplasmonresonanz-Spektroskopie 
(SPR-Spektroskopie) mit einem BIAcoreX-Gerät bestimmt (vgl. 2.4.10.). GST-ERj7             
J-Domäne wurde als Ligand in einer Flusszelle (Fc1) auf der Oberfläche eines Sensorchips 
über einen kovalent gebundenen α-GST-Antikörper immobilisiert. BiP-His6 wurde daraufhin 
als Analyt in verschiedenen Konzentrationen in Puffer über die Oberfläche des Sensorchips 
geleitet.  
 
  Über die SPR-Detektion wurde die Bindung des Analyten an den Liganden beobachtet. Bei 
jeder Messung wurde zusätzlich in einer Referenzzelle (Fc2) GST alleine auf der 
Sensoroberfläche immobilisiert. Für die mathematische Auswertung wurde die Differenz der 
Sensorgramme der beiden Flusszellen (Fc1–Fc2) verwendet. Somit konnten eventuell 
auftretende unspezifische Bindungen an GST berücksichtigt werden. Die Bindungsaffinität 
des Proteinkomplexes wurde mit Hilfe der BIAevaluation-Software bestimmt. 
 
  Abbildung 3.8.A. zeigt das Sensorgramm für eine Analyt-Konzentration von 0,5 µM       
BiP-His6 in An-/Abwesenheit von ATP. Dies bestätigt erneut, dass die Bindung des Analyten 
an den Liganden tatsächlich ATP-abhängig geschieht. In einem weiteren Versuch wurden 
verschiedene Konzentrationen an BiP-His6 eingesetzt (Abb. 3.8.B.). BiP-His6 wurde während 
der Assoziationsphase an die immobilisierte GST-ERj7 J-Domäne gebunden und dissozierte 
wieder ab, sobald Laufpuffer zugegeben wurde. Aus den aufgezeichneten Sensorgrammen 
wurden mittels der BiaEvaluation-Software die Werte für die Assoziationsratenkonstante ka 
und die Dissoziationsratenkonstante kd sowie ein Wert für die Dissoziationskonstante KD (kd/ 
kA) der BiP - GST-ERj7p J-Domänen Interaktion berechnet. Die Daten wurden mit dem von 
der Software zur Verfügung gestellten Modell für eine 1:1-Bindung ausgewertet. Das kleine 
Chi2 zeigte in der statistischen Auswertung eine passende Annäherung der Trendlinie in 
Bezug auf die Graphen. Es ergaben aus den Auswertungen der Graphen die in Tab. 3.1. 
aufgeführten Werte: 
  
Tabelle 3.1. Übersicht der Affinitätswerte von ERj7p J
 
ka 
5,07 * 103 1/Ms 5,70 * 10
 
  Die mit Oberflächenplasmonspektroskopie
1,13 µM eine vergleichbare Affinität wie ERj1p und ERj5p in seiner
Tab. 4.1.) auf. Die KD mit 1,13 µM spricht daher für eine relative hohe Affinität
BiP. BiP und ERj7p scheinen also 
















Abb. 3.8. Affinität von GST
A. Ein monoklonaler anti-GST
gekoppelt. Das Fusionsprotein GST
Flusszelle 1 (Fc1) immobilisiert. In Flusszelle 2 (Fc2) wurde die gleiche Menge GST als Refe
gebunden. Dann wurde BiP
1 mM ATPγS, 1 mM AMP oder PBS/KMT 
Chipoberfläche injiziert. Nach jeder Injektion wurde 
aufgezeichneten Sensorgramme zeigen die Differenz zwischen der Messzelle mit immobilisiertem 
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-Domäne zu BiP. 
kd KD 
-3
 1/s 1,13 * 10-6 M 
 bestimmte Dissoziationskonstante 
 Interaktion mit BiP (vgl. 
in vivo miteinander zu interagieren, wobei die genaue 
 
-ERj7p zu BiP in Gegenwart von ATP  
-Antikörper wurde nach Anweisung des Herstellers an einen CM5
-ERj7p wurde über diesen GST-Antikörper auf dem Chip in 
-His6 in der angegebenen Konzentration und in Gegenwart von 1 mM ATP 
mit einer Flussgeschwindigkeit von 15 µl/min über die 





KD weist mit 



















Abb. 3.8. Affinität von GST
B. Ein monoklonaler anti-GST
gekoppelt. Das Fusionsprotein GST
Flusszelle 1 (Fc1) immobilisiert. In Flusszel
gebunden. Dann wurde BiP
ATP mit einer Flussgeschwindigkeit von 15 µl/min über die Chipoberfläche injiziert. Nach jeder 
Injektion wurde PBS/KMT
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-ERj7p zu BiP in Gegenwart von ATP  
-Antikörper wurde nach Anweisung des Herstellers an einen CM5
-ERj7p wurde über diesen GST-Antikörper auf dem Chip in 
le 2 (Fc2) wurde die gleiche Menge GST als Referenz 
-His6 in den angegebenen Konzentrationen und in Gegenwart von 1 mM 
-Puffer über den Chip geleitet. Die aufgezeichneten Sensorgramme zeigen 
-ERj7p und der Referenzzelle mit 
  
-Chip 
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3.1.6. Funktion von ERj7p 
 
3.1.6.1. Herunterregulation von ERj7 leitet keine UPR ein 
 
  Da die Immunfluoreszenz eine ER-Lokalisierung von ERj7p zeigte, der Western Blot jedoch 
auch andere Banden nachwies, stellte sich die Frage, ob bei Behandlung der PC3-Zellen mit 
siRNA gegen ERj7 weiterhin eine Lokalisierung im ER nachweisbar ist. Weiterhin sollte in 
diesem Zusammenhang untersucht werden, ob eine Regulation von ERj7 durch siRNA zur 
Einleitung der UPR führt. 
   
  Hierfür wurden PC3-Zellen herangezogen, nach 24 h mit zwei verschiedenen siRNAs 
(ERj7-hs-#1 und #2) bzw. einer Kontroll-siRNA transfiziert und nach 48 h, 72 h und 86 h 
bzw. 96 h via SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Parallel wurden PC3-Zellen mittels 
Formaldehyd fixiert und Triton-X permeabilisiert (2.4.6.). Zur Anfärbung von ERj7p und 
Sec62p wurden entsprechende Antikörper (α-1026/27 und α-262, 2.2.1.) sowie ein 
fluoreszenz-markierter, sekundärer Antikörper (α-Rabbit-Alexa488, Invitrogen) eingesetzt. 
 
  Die unbekannten, prominenten Proteinbanden fanden sich auch in diesem Versuch auf 
Ebene des Western Blots wieder. Allerdings zeigte sich auch eine Abreicherung des ERj7p 
unter Einsatz der siRNAs (Abb. 3.10.A., B., C. und D.). Hierbei fanden sich ~ 40% 
Restprotein in den Proben bezogen auf unbehandelte Zellen (Abb. 3.10.A. und B.) und           
~ 10 – 40% Restprotein bezogen auf Kontroll-siRNA behandelte Proben (Abb. 3.10.C. und 
D.). Die Immunfluoreszenz-Färbung der mit siRNA behandelten PC3-Zellen zeigte nach 86 h 
jedoch keine Änderung in der Lokalisierung des ERj7p Antikörper-Signals (Abb. 3.9.). Die 
Anwendung von siRNA zeigte demnach eine Änderung des Proteingehalts für ERj7p nur auf 
Western Blot nicht jedoch auf Immunfluoreszenz-Ebene. Eine Regulierung von ERj7 durch 
siRNA brachte hier somit keine Veränderung. Die Ergebnisse sprechen dafür, dass das Signal 
in der Immunfluoreszenz vorwiegend von den unspezifischen Banden herrührte.  
  
   Weiterhin wurde bei einer Herunterregulation von ERj7
Proteingehalt von GRP170 relativ stabi
3.10.B.). Für BiP zeigte sich allerdin
eine Hochregulierung (Abb. 3.10.D.), nicht jedoch bei dem Ein
UPR ausgelöst wurde, könnte mit der relativ
Restprotein zusammenhängen.
 
  Im Folgenden sollte nun die Frage beantwortet werden, ob ein induzierter ER
Hochregulierung von ERj7 bewirkt. Eine weitere F


















Abb. 3.9. Lokalisierung von ERj7p in siRN
Sec62p in PC3-Zellen. 
PC3-Zellen wurden in Gibco DMEM 21499 angezogen mit siRNA gegen ERj7p mittels Highperfect 
transfiziert und nach 96 h mit Formaldehyd
262 sowie α-Rabbit-Alexa488 für die Proteine bzw. DAPI für den Kern 
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 keine UPR ausgelöst. So blieb der 
l, obwohl es bei der UPR induziert wird (Abb. 
gs bei der Reduzierung von ERj7 durch die siRNA #2 
satz der siRNA #1. Dass kein
 schwachen Reduzierung des ERj7
 
rage war, ob ERj7p bei ER
 
A transfizierten und unbehandelten 
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Abb. 3.10. siRNA Experimente für E
A. PC3-Zellen wurden in Gibco DMEM 21499 herangezogen und mit siRNA gegen ERj7p (#1 
mit Highperfect transfiziert. Nach 48 h, 72 h und 8




B. Auswertung des Western
Gezeigt ist der Restproteingehalt in % (berechnet aus dem Quotienten ERj7p 
unbehandelten Zellen) nach 48 h, 72 h und 86 h. Die Behandlung mit siRNA zeigt eine Reduzierung des 
ERj7p auf ~ 40 % Restprotein.
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Rj7p. 
6 h wurden Proben entnommen
-PAGE sowie Western Blot analysiert. Für 86 h unbehandelt
1. Antikörper: α-GRP170, α-Katin und α-1026/27; 2. Antikörper: 
-IgG-Cy5, ECL Plex Ziege-anti-Maus-IgG-Cy3 





 und ein Zellextrakt 



















Abb. 3.10. siRNA Experimente für E
C. PC3-Zellen wurden in Gibco DMEM 21499 herangezogen und mit siRNA gegen ERj7p (#1 
und einer „scrambled“ siRNA 
entnommen und ein Zellextrakt von 300.000 Zellen 
Für 96 h „scrambled“ wurde eine Verdünnungsreihe aufgetragen. 
1026/27; 2. Antikörper: ECL Plex Ziege
und POD-Ziege-anti-Kaninchen
Banden. 
D. Auswertung des Western Blots.
Gezeigt ist der Restproteingehalt in % (berechnet aus dem Quotienten ERj7p zu Aktin bei Kontroll
siRNA behandelten Zellen) nach 72 h und 96 h. Die Behandlung mit
auf ~ 10 – 40 % Restprotein nach 72 h bis 96 h.
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mit Highperfect transfiziert. Nach 72 h und 9
über SDS-PAGE sowie Western Blot
1. Antikörper: 
-anti-Kaninchen-IgG-Cy5, ECL Plex Ziege
-IgG Antikörper. ? bezeichnet die unter 3.1.1. gefundenen unb
 
 siRNAs zeigte eine Regulierung
 
  
und #2)  
6 h wurden Proben 
 analysiert. 
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3.1.6.2. ERj7 wird bei Stress durch Tunicamycin hochreguliert 
 
  Die Immunfluoreszenz- wie die Immunfluoreszenzfärbung von siRNA reguliertem ERj7 
zeigte eine ER-Lokalisierung, der dazugehörige Western Blot zeigte neben ERj7p noch 
andere Banden. Daher sollte unter Einsatz der beiden Stressoren Tunicamycin 1 µg/ml und 
Thapsigargin 1 µM die Verteilung innerhalb der PC3-Zellen sowie der Proteingehalt von 
ERj7p untersucht werden.  
 
  Hierfür wurden PC3-Zellen herangezogen, nach 24 h mit Tunicamycin 1 µg/ml und 
Thapsigargin 1 µM sowie DMSO bei 37°C inkubiert, nach weiteren 24 h geerntet und via 
SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Ein Teil der Zellen wurde mit Formaldehyd fixiert 
und mit Triton-X permeabilisiert, sowie anschließend unter einem Fluoreszenzmikroskop 
untersucht. Zur Anfärbung von ERj7p und Sec62p wurden entsprechende Antikörper          
(α-1026/27 und α-262, 2.2.1.) sowie ein fluoreszierender, sekundärer Antikörper                 
(α-Rabbit-Alexa488, Invitrogen) eingesetzt. 
 
  Die Auswertung der Zellextrakte via SDS-PAGE und Western Blot zeigte neben einer 
Hochregulierung von BiP (Abb. 3.11.B.) auch eine starke Erhöhung des ERj7p-Proteingehalts 
für Tunicamycin, allerdings keine Erhöhung bei Thapsigargin. ERj7 wurde bei Stress durch 
Tunicamycin hochreguliert und scheint somit an der UPR beteiligt zu sein. Bei der 
Immunfluoreszenz wurde eine Veränderung der ER-Färbung erkennbar. Die bei DMSO 
sichtbare Unterteilung von Kern und ER änderte sich für die gestressten Zellen dahingehend, 
dass sie im Bereich der Kernpole eine verstärkte Färbung zeigten (Tunicamycin) bzw. sich die 
Färbung insgesamt gleichmäßig auf die Zelle verteilte (Thapsigargin, Abb. 3.12.). Die Funde 
für Thapsigargin ließen vermuten, dass in der Immunfluoreszenz wieder nicht ERj7p 
angefärbt wurde, sondern eines der Proteine, die im Western Blot in den zusätzlichen Banden 
erkannt wurden. Beide unbekannten Proteine zeigten keine Veränderung aufgrund von Stress 
ausgelöst durch Thapsigargin oder Tunicamycin (Abb. 3.11.A.). Tunicamycin zeigte auch in 
der Immunfluoreszenz eine Änderung der Proteinverteilung. 
 
  ERj7p scheint somit an der UPR, ausgelöst durch die Behandlung mit Tunicamycin, beteiligt 
zu sein, nicht jedoch an der Stressantwort durch Behandlung mit Thapsigargin. ERj7p ist 





















Abb. 3.11. Verhalten von ERj7p bei ER
A. Western Blot nach Stressinduktion.
PC3-Zellen wurden in Gibco DMEM 21499 herangezogen und mit DMSO, Tunicamycin 1
Thapsigargin 1 µM gestresst
analysiert. Für alle Proben wurde Zellextrakt aus 300.000 Zellen aufgetragen
unbekannten Proteine, welche nicht durch Stress induziert werden.
 B. Auswertung des Western Blots.


















, nach 24 h entnommen und über SDS-PAGE sowie Western
. ? bezeichnet 
 
 
. BiP wird bei Stress durch Tunicamycin 1
. Erj7p wird nur durch Tunicamycin 1 µg/ml hochreguliert.
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die 


















Abb. 3.12. Verteilungsmuster von ERj7p in 
PC3-Zellen wurden in Gibco DMEM 21499 herangezogen und mit DMSO, Tunicamycin 1µg/ml und 
Thapsigargin 1 µM gestresst
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gestressten wie DMSO behandelten PC3
. Nach 24 h wurden die PC3-Zellen mit Formaldehyd fixiert, 




bzw. DAPI für den 
 3.2. Calumenin, ein EF-Hand
 
  Bei Calumenin handelt es sich um ein Mitglied der CREC Familie, die 
mit geringer Affinität zu Calcium innerhalb des sekretorischen Weges umfasst (Honoré 
2000). Es wurde von Tyedmers 
co-immunpräzipitiert. In der vorliegenden Arbeit sollte diese Interaktion von Calumenin und 
Sec63p, vor allem auch in Bezug auf die Calcium
Die mögliche Bindung an die J
Bedeutung, da sie als einzige putative Bindestelle im Lumen des ER liegt. Abbildung 3.13. 
zeigt die Proteinsequenz des nativen Calumenin (A) sowie die Seque
GST-Fusionproteins (B). Es sollte im Rahmen dieser Arbeit zudem die Lokalisierung von 
Calumenin im ER bestätigt werden wie auch die Regulierung 


















Abb. 3.13. Sequenz von Calumenin
A. das vollständige Calumenin.
B. das Fusionsprotein GST-
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-Protein im ER 
et al. (2005) gezeigt, dass Calumenin mit Sec63p                 
-Abhängigkeit, genauer untersucht werden. 





-Domäne; fett unterstrichen die Signal Sequenz
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3.2.1. Calumenin ist im ER von PC3-Zellen lokalisiert 
 
  Es stellte sich zuerst die Frage, ob Calumenin wirklich wie Sec62p im ER lokalisiert ist. 
Honoré et al. (2000) konnten dies bereits nachweisen. Daher diente dieser Abschnitt der 
Bestätigung der Literaturangaben.  
 
  Für den Nachweis der Lokalisierung von Calumenin im ER wurden humane PC3-Zellen 
mittels Formaldehyd fixiert und Triton-X 100 permeabilisiert (2.4.6.). Zur Anfärbung von 
Calumenin und Sec62p wurden entsprechende Antikörper (α-344 und α-262, 2.2.1.) sowie 
ein fluoreszenz-markierter, sekundärer Antikörper (α-Rabbit-Alexa488, Invitrogen) 
eingesetzt.  
 
  Sec62p und Calumenin zeigten eine vergleichbare Anfärbung des ER in PC3-Zellen      
(Abb. 3.14.A.). Bei beiden Proteinen war der Kern in der Färbung ausgespart und das ER 
angefärbt. Der dazugehörige Western Blot wies jedoch weitere Banden auf, die auf eine 
Kreuzreaktion hindeuten (vgl. Abb. 3.14.B.). Allerdings wurde sowohl für Calumenin in 
rauen Mikrosomen des Hundepankreas wie für das rekombinante Protein gezeigt, dass der α-
Calumenin-Antikörper durchaus spezifisch Calumenin detektiert (vgl. Abb. 3.14.B. und    
Abb. 3.16.C.). Calumenin ist daher in Bezug auf die Spezifität des Antikörpers auf Ebene der 
Immunfluoreszenz als ER-ständiges Protein nachweisbar. Die luminale Lokalisierung von 





































































Abb. 3.14.: Verteilungsmuster von 
A. PC3-Zellen wurden in Gibco DMEM 21499 angezogen und mittels Formaldehyd fixiert, Triton
100 permeabilisiert und mit 
für den Kern gefärbt. 
B. Kontrolle des α-Calumenin
Kontrolle. 
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Calumenin und Sec62p in PC3-Zellen. 
α-344 oder α-262 sowie α-Rabbit-Alexa488 für die Proteine bzw. DAPI 




 sowie eine RM-
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3.2.2. Calumenin wird in das ER importiert 
 
  Calumenin verfügt nach einer bioinformatischen Analyse über eine Signalsequenz für den 
Transport in das ER sowie ein Retentionssignal (HDEF, Honoré et al., 2000; Tyedmers et al., 
2005, Abb. 3.13.). Es wurde daher untersucht, ob Calumenin in raue Mikrosomen importiert 
sowie prozessiert wird und in ihnen gegen Proteinase K-Verdau geschützt ist. 
 
  Es wurde das Plasmid pcDNA3-Calumenin hergestellt (vgl. 2.2.3.), das die für Calumenin 
codierende Sequenz vollständig beinhaltet (Abb. 3.13.A.). Dieses Plasmid wurde in einem 
Importversuch eingesetzt (2.3.4.). Dabei wurde das Retikulozyten-Lysat-System von Roche 
verwendet. Nach der Inkubation des Versuchsansatzes mit dem pCDNA3-Calumenin-Plasmid 
und [35S] Methionin für 30 min bei 30°C wurde der Ansatz gedrittelt. Je ein Drittel wurde mit 
Sucrose (Spur 1 und 4), Sucrose + Proteinase K (Spur 2 und 5) oder mit Sucrose + Proteinase 
K + Triton-X (Spur 3 und 6) für 1 h auf Eis inkubiert und mit 4 µl PMSF die Reaktion 
gestoppt. Nach weiteren 5 min auf Eis wurden die Proben mit Laemmli-Probenpuffer eluiert 
und via SDS-PAGE und PhosphoImaging analysiert. 
 
  Neben den Proben mit rauen Mikrosomen (Abb. 3.15., Spur 4 – 6) wurden auch Proben mit 
H2O / Puffer (Abb. 3.15., Spur 1 – 3) als Kontrolle aufbereitet. Abb. 3.16. zeigt das Ergebnis 
des Importversuches. Calumenin wurde im Falle der rauen Mikrosomen transportiert und ist 
vor dem Proteinase K Verdau geschützt. Erst die Zugabe von Triton-X, das die rauen 
Mikrosomen auflöst, erlaubte einen Abbau des Calumenins. Der fehlende Schutz ist in der 
H2O / Puffer Kontrolle gut zu erkennen. In Zusammenhang mit der Immunfluoreszenz sowie 
der aus der Literatur bekannten HDEF ER-Rückhaltesequenz (Honoré et al., 2000) wurde 
somit die Lokalisierung von Calumenin im ER nachgewiesen. Leider konnte in diesem 
Versuchsteil nur der Import, nicht jedoch die Prozessierung des Calumenins beobachtet 























Abb. 3.15. Sequestrierung von Calumenin in raue Mikrosomen.
Retikulozyten-Lysat -/+ raue Mikrosomen wurde für 30 min bei 30°C 
inkubiert, gedrittelt und mit Sucrose, Proteinase K und Triton
Inkubation, wurde die Reaktion mit 4 µl PMSF gestoppt und 6µl Laemmli bei 5 min 95°C eluiert. Nach 
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zusammen mit [
-X 100 versetzt. Nach einer weiteren 
via „PhosphoImaging“ analysiert.  
  
35S] Methionin 
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3.2.3. Rekombinante Synthese und Reinigung des Fusionsproteins GST-Calumenin 
 
  Um die Interaktion von Calumenin mit Sec63p in vitro zu charakterisieren, wurde das 
Protein als His6-Fusionsprotein in einem RTS 100-System (Roche, Abb. 3.16.A.) bzw. als 
GST-Fusionsprotein in E. coli synthetisiert (Abb. 3.16.B.). Zur Kontrolle der Synthese im 
RTS 100 System wurde GFP als Kontrolle eingesetzt (Abb. 3.16.A.). Da die Synthese und 
Reinigung des Fusionsproteins aus E. coli zu einem nativen Protein führte, wurde dieser 
Syntheseweg für den weiteren Verlauf der Arbeit gewählt. GST-Calumenin wurde mittels 
Affinitätschromatographie an GSH-Sepharose gereinigt. Die Klonierung Calumenins aus 
humanem Gewebe erfolgte durch die Firma RZPD (RPZD-Klon: IRAUp96F0847D). Die für 
Calumenin codierende Sequenz abzüglich der Signalsequenz wurde durch PCR amplifiziert 
und mit Hilfe von Restriktionsschnittstellen für XhoI und NotI in einen pGEX-4T-TEV-804 
Vektor kloniert. GST-Calumenin lag nach der Synthese in E. coli in löslicher Form vor (Abb. 
3.16.B., C. und D.) und wurde nach einer Umpufferung in PBS + 0,65% CHAPS und einem 
Konzentrationsabgleich mit Rinder Serum Albumin direkt für die nachfolgenden Versuche 
verwendet.  
 
  Die beiden Western Blots (Abb. 3.16.C. und D.) mit Antikörpern gegen Calumenin bzw. 
GST zeigten nur für α-GST verstärkten Abbau; α-Calumenin zeigte hingegen kaum Abbau. 
Es wurde daher keine weitere Reinigung des GST-Calumenin vorgenommen. Es wurde bei 
einem Reaktionsvolumen von 3 l bei der Synthese in E. coli ca. 6,5 mg Protein synthetisiert. 
Das RTS 100-System synthetisierte ca. 0,57 µg Protein aus 12 µl Reaktionslösung.  
 
  Im direkten Vergleich war die Synthese-Leistung des RTS 100-Systems gegenüber dem     
E. coli System besser. Allerdings arbeitet das RTS 100-System im Vergleich zu der Synthese 
in E. coli nicht zufriedenstellend. Das im RTS 100-System hergestellte Protein zeigte nicht 
die gleiche Funktionalität wie das Protein aus einem GST basierenden Systems. Die 
Abspaltbarkeit des GST-„tags“ durch die TEV-Protease war ein weiterer Grund für die 



























Abb. 3.16. Synthese der rekombinanten Fusionsproteine 
A. Synthese von Calumenin
Dem RTS 100 System wurde 
und 30°C inkubiert. Das synthetisierte Protein wurde aus 
Laemmli-Probe via SDS-PAGE und Phosp
B. Synthese von GST-Calumenin in 
Rosetta pLys E. coli-Zellen wurden mit dem Plasmid pGEX
bei 37°C und 250 Upm bis zu einer OD
Temperatur von 25°C für ÜN 
wurden die Zellen durch Ze
durch Einfrieren und Auftauen 
Zentrifugation abgetrennt (Spur „Pellet“). 
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von Calumenin 
-His6 im RTS 100 System. 
das Plasmid pIVEX-Calumenin-His6 zugegeben und für 4 h bei 250 Upm 
dem Reaktionsgefäß entfernt
hoImaging auf Synthese analysiert. 
E. coli. 
-4T-TEV-804-Calumenin
600 von 1,0 kultiviert (Spur „- IPTG“). Es wurde
mit 0,08 M IPTG induziert. Nach Ende der Induktion (Spur „
ntrifugation bei 5.000 Upm und 4°C für 10 min geerntet. 
aufgeschlossen. Unlösliche Bestandteile der Suspension wurden 
Das Lysat wurde auf eine GSH-Sepharose
  
 und eine 
 transformiert und 
 dann bei einer 
+ IPTG“) 
Die Zellen wurden 
durch 














































Abb. 3.16. Synthese der rekombinanten Fusionsproteine 
C. und D. Kontrolle der Synthese mit dem 
Zur Kontrolle des gegen Calumenin gerichteten Antikörpers sowie als Kontrolle auf die Expression 
wurden die Proteine mittels 
immunologische Detektion erfolgte mit 
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von Calumenin 
α-344 Antikörper sowie dem α-GST Antikörper.
SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Die 
α-Calumenin (1:1000) sowie in einer Nachdekoration mit 
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3.2.4. Funktion von GST-Calumenin 
 
3.2.4.1. GST-Calumenin interagiert Ca2+-unabhängig mit Sec63p 
 
  Wie schon durch Tyedmers et al. (2005) gezeigt, co-immunpräzepitiert Calumenin mit 
Sec63p. Da Sec63p über putative Bindestellen für Calmodulin (ein EF-Hand-Protein des 
Cytosols) verfügt (Abb. 3.19.C.), stellte sich die Frage, ob Calumenin ebenfalls                
Ca2+-abhängig mit diesen Bindestellen interagiert. Besonders interessant war hier jedoch die 
mögliche Interaktion von Calumenin und Sec63p über die putative Bindestelle in der 
luminalen J-Domäne des Sec63p. 
 
  Zu diesem Zweck wurde GST-Calumenin an GSH-Sepharose immobilisiert und mit RM 
Extrakt in Anwesenheit von 1 mM Ca2+ oder 4 mM EGTA (einem Chelator von Ca2+) in 
verschiedenen Puffern (CCP200 bzw. TBS) inkubiert. Der Extrakt aus Hundepankreas-
Mikrosomen wurde durch Solubiliserung der rauen Mikrosomen und anschließende 
Abtrennung von Membranbestandteilen durch Zentrifugation hergestellt (vgl. 2.3.1.). 
Unspezifisch bindendes Protein wurde durch Waschen von der GSH-Sepharose entfernt. Die 
gebundenen Proteine wurden daraufhin mit Laemmli-Probenpuffer eluiert. Die 
Elutionsproben sowie die Überstände mit ungebundenem Protein wurden via SDS-PAGE 
aufgetrennt und Coomassie gefärbt (siehe Abb. 3.17.A.) oder via Western Blot analysiert 
(Abb. 3.17.B.). Bei Betrachtung des gebundenen Materials in den Spuren 1 bis 6 ist zu 
erkennen, dass in An- oder Abwesenheit von Ca2+ verschiedene Proteine unabhängig vom 
eingesetzten Puffer an das immobilisierte GST-Calumenin band. Eine Kontrolle des 
„pulldown“-Experiments auf Ebene des Western Blots zeigte ebenfalls eine Ca2+-unabhängige 
Bindung von Sec63p an GST-Calumenin (Abb. 3.17.B.). Hier zeigte sich vor allem in Spur 4 
in TBS sowie etwas schwächer in Spur 1 in CCP200 eine deutliche Bindung von Sec63p an 
GST-Calumenin. Die Abnahme der Proteinmenge in Spur 12 hingegen lässt auf einen 
unvollständigen Auftrag des Durchflusses erklären. Die Kontrollen mit GST mit CCP200 
Puffer in An- oder Abwesenheit von Ca2+ (Abb. 3.17.C. und D.) zeigten kein gebundenes 
Sec63p aus RM-Extrakt (Spuren 1, 3). Dies wurde wiederum auf Western Blot-Ebene besser 




   Die Bindung von Sec63p aus dem RM
(Abb. 3.17. Spur 4). Es deutet hier alles auf eine schwache indirekte Interaktion von 
Calumenin un Sec63p hin. Um eine direkte Interaktion zwischen den beiden Proteinen zu 
erkennen wurde daher ein Versuch durchgeführt




















Abb. 3.17. GST-Calumenin interagiert Ca
A. Pro Ansatz wurden 30 µl GSH
TBS +/- CaCl2 für 1 h bei 4°C inkubiert und anschließend mit 
Die immobilisierten Proteine wurden dann in Anwesenheit von 
µl RM-Extrakt (vgl. 2.3.1.)
4°C inkubiert. Nach Abnahme der Überstände
dreimaliges Waschen mit 
erfolgte durch eine Inkubation mit
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-Extrakt an Calumenin war im Ganzen sehr schwach 
, bei dem Fusionsproteine des Sec63p an 
2+
-unabhängig mit Sec63. 
-Sepharose mit 30 µg GST-Calumenin (Spur 1 bis 4) in CCP200 bzw. 
CCP200 bzw. TBS +/
1 mM CaCl2 oder 4 mM EGTA mit 50 
 und CCP0 in An-/Abwesenheit von CaCl2 sowie 0,65% 
 (Spur 7 bis 12) wurde nicht gebundenes Material durch 
CCP200 bzw. TBS in An-/Abwesenheit von CaCl2
 30 µl Laemmli-Probenpuffer für 5 min bei 95°C. Von den Proben 
10 µl mittels SDS-PAGE aufgetrennt
  
 
- CaCl2 gewaschen. 
CHAPS für 1 h bei 
 entfernt. Die Elution 






























Abb. 3.17. GST-Calumenin interagiert Ca
B. Western Blot der Proben aus Ansatz A. mit 
jeweils 10 µl mittels SDS-
einem α-Sec63-Antikörper 
Antikörpersignale wurden mit dem ECL
C. GST-Kontrolle zu A. mit CCP200 als Puffer +/
D. GST-Kontrolle zu B. mit CCP200 als Puffer +/
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2+
-unabhängig mit Sec63. 
α-286. Von den Überständen und den Elutionen wurden 
PAGE aufgetrennt und anschließend einer immunologischen Detektion mit 
und einem POD-Ziege-anti-Kaninchen Antikörper 
-Detektionssystem auf Röntgenfilmen visualisiert.





 3. Ergebnisse   
~ 88 ~ 
3.2.4.2. TEV Protease gespaltenes Calumenin interagiert Ca2+-unabhängig mit  
 GST-Sec63-C-Terminus  
 
  Zur Bestätigung des vorangegangenen Ergebnisses wurde die Interaktion von rekombinant 
in E. coli synthetisierter GST-Sec63 J-Domäne bzw. GST-Sec63 C-Terminus mit TEV-
Protease gespaltenem GST-Calumenin (vgl. 2.3.2.5.) untersucht. 
 
  Zu diesem Zweck wurden GST-Sec63 J-Domäne, GST-Sec63 C-Terminus bzw. GST an 
GSH-Sepharose immobilisiert. Die Bindung von Calumenin als lumenalem ER-Protein sollte 
nach der Literatur (Ozawa und Muramatsu, 1993; Weis et al., 1994; Chen et al., 1995; 
Scherer et al., 1996; Koivu et al., 1997; Yabe et al., 1997; Vorum et al., 1998; Yabe et al., 
1998; Hseu et al., 1999; Vorum et al., 1999) an dem lumenalen Teil des Sec63p erfolgen, 
daher wurde sowohl GST-Sec63 J-Domäne (lumenaler Anteil des Sec63p) als auch GST-
Sec63 C-Terminus (Kontrolle, cytosolischer Anteil des Sec63p) für den „pulldown“ 
herangezogen. Beide Fusionsproteine wurden mit dem Produkt der Proteolyse des GST-
Calumenins durch die TEV-Protease (Calumenin) in Anwesenheit von 1 mM Ca2+ oder 4 mM 
EGTA in CCP200 inkubiert. Unspezifisch bindendes Protein wurde durch Waschen von der 
GSH-Sepharose entfernt. Die gebundenen Proteine wurden daraufhin mit Laemmli-
Probenpuffer eluiert. Die Elutionsproben sowie die Überstände mit ungebundenem Protein 
wurden via SDS-PAGE aufgetrennt und Coomassie gefärbt (siehe Abb. 3.18.A.) bzw. via 
Western Blot analysiert (Abb. 3.18.B). Bei Betrachtung des gebundenen Materials in den 
Spuren 1 bis 6 ist zu erkennen, dass in An- oder Abwesenheit von Ca2+ Calumenin an die 
immobilisierten GST-Fusionsproteine band. Es zeigte sich, dass Calumenin in Anwesenheit 
von CaCl2 (Spur 1) sowie EGTA (Spur 3) nicht nur an die J-Domäne des Sec63p bindet, 
sondern auch an den C-Terminus des Sec63p (Spuren 2 und 5). Eine Bindung von Calumenin 
an die GST-Kontrolle war ebenfalls zu beobachten und die Kontrolle des „pulldown“ 
Experiments auf Ebene des Western Blots zeigte eine deutliche Bindung von Calumenin in 
Anwesenheit von CaCl2 oder EGTA (Abb. 3.18.B.) an GST-Sec63p C-Terminus, wobei die 
Bindung mit CaCl2 stärker erschien. Die GST-Kontrolle zeigte ebenfalls eine Bindung mit 
EGTA. GST-Sec63p J-Domäne zeigte keinerlei Bindung im Western Blot. Es kam zudem im 
Western Blot zu Kreuzreaktionen des anti-Calumenin Antikörpers mit der J-Domäne wie des 
C-Terminus des Sec63p. Weshalb diese Reaktion auftrat ist nicht erklärbar. Zudem zeigte sich 
eine unspezifische Bindung oberhalb von Calumenin. 
 
   Calumenin scheint in Anbetracht dieser Ergebnisse Ca
Terminus aber auch an GST 
(3.2.4.1.) eine Ca2+-unabhängige Bindung vo
weitere Methode benutzt werden, um eine 




















Abb. 3.18. GST-Sec63 J-Domäne bzw. GST
A. Pro Ansatz wurden 30 µl GSH
C-Terminus (Spur 2, 5) oder GST (Spur 3, 6) 
+/- CaCl2 gewaschen. Die 
CaCl2 oder 4 mM EGTA mit 15 µg TEV gespaltenem Calumenin
für 1 h bei 4°C inkubiert. 
Material durch dreimaliges Waschen mit 
Inkubation mit 30 µl Laemmli
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2+
-unabhängig an GST
zu binden. Da die Ergebnisse des vorangegangenen Versuches 
n Calumenin an Sec63p andeuten, 
mögliche Bestätigung der Interaktion von 
 
-Sec63 C-Terminus interagiert mit Calumenin.
-Sepharose mit 30 µg GST-Sec63 J-Domäne (Spur 1, 4), GST
für 1 h bei 4°C inkubiert und anschließend mit 
immobilisierten Proteine wurden dann in An- oder Abwesenheit von 
 (vgl. 2.3.2.5.) 
Nach Abnahme der Überstände (Spur 7 bis 12) wurde nicht g
CCP200 +/- CaCl2 entfernt. Die Elution erfolgte durch eine 
-Probenpuffer für 5 min bei 95°C. Von den Proben der Überstände 



























Abb. 3.18. GST-Sec63 J-Domäne bzw. GST
B. Western Blot der Proben aus Ansatz A. mit 
jeweils 10 µl mittels SDS-
einem α-Calumenin-Antikörper unterzogen. Die Antikörpersignale wurden mit dem ECL
Detektionssystem auf Röntgenfilmen visualisiert.
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-Sec63 C-Terminus interagiert mit Calumenin.
α-344. Von den Überständen und den Elutionen wurden 
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3.2.4.3. [14C] markiertes GST-Calumenin interagiert mit den putativen Calmodulin-  
  Bindestellen des Sec63p 
 
  Aufgrund der in den vorigen Abschnitten nicht genau zu klärenden Interaktion des 
Calumenins sollte im Folgenden eine alternative Methode genutzt werden, um die Frage zu 
beantworten, ob Calumenin direkt mit Sec63p interagiert. Hierbei sollte überprüft werden, an 
welche Peptidmotive innerhalb des Sec63p Calumenin bindet (Abb. 3.19.C.; Tabelle 3.2.). 
Hierzu wurden die putativen Bindestellen des cytosolischen, Calcium-bindenden EF-Hand-
Proteins Calmodulin herangezogen, für das bereits eine Interaktion mit der Sec61p-
Untereinheit des Translokonkomplexes nachgewiesen wurde (Erdmann, Dissertation, 2009). 
Calmodulin stellte somit eine Kontrolle für die nachfolgenden Bindungsversuche mit 
Calumenin dar. Für die Untersuchung der Interaktion war vor allem die Interaktion zwischen 
Calumenin und dem putativen Bindemotiv der J-Domäne des Sec63p wichtig. 
 
3.2.4.3.1. [14C] markiertes GST-Calumenin und GST-Calmodulin binden in 
 Anwesenheit von CaCl2 an verschiedene putative 
 Calmodulin-Bindemotive 
 
  Ein erster Schritt für die Untersuchung der Interaktion zwischen Calumenin und der 
Peptidbindestellen des Sec63p war der Nachweis einer Bindung von GST-Calumenin an 
verschiedene putative Calmodulin-Bindestellen aus diversen ER-Membranproteinen. Dafür 
wurden Peptidfilter mit 10 verschiedenen Peptidsequenzen hergestellt (vgl. Tab. 3.2.). Sieben 
dieser Sequenzen entsprechen hierbei Calmodulin-Bindestellen aus dem Sec61p                     
(Tab. 3.2. und Abb. 3.19., 1 und 2) sowie aus dem Sec63p (Tab. 3.2. und Abb. 3.19., 4 bis 7).  
 
  Für den Versuch wurde GST-Calumenin über eine NAP5-Säule in PBS umgepuffert und mit 
[14C] markiert (vgl. 2.4.12.1.). Die Peptidfilter wurden in MeOH aktiviert, mit H2O dest. 
gewaschen und für 3 h in Bindungspuffer mit CaCl2 inkubiert. Nach der Inkubation wurden 
die Peptidfilter für 1 h mit 5% Milchpulver in TBS blockiert, wiederum mit H2O dest. 
gewaschen und über Nacht bei 4°C mit 30.000 cpm des [14C]-markierten GST-Calumenins, 
GST-Calmodulin (Positiv-Kontrolle) oder GST (Negativ-Kontrolle) in Bindungspuffer mit 
CaCl2 inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Peptidfilter bei 
Raumtemperatur getrocknet und einer Analyse mittels „PhosphoImaging“ und der 
ImageQuant-Software unterzogen.  
 3. Ergebnisse   
~ 92 ~ 
  Die geschwärzten Peptidspots zeigten eine Interaktion zwischen den Fusionsproteinen und 
den putativen Bindestellen an (Abb. 3.19.A.). Wie aus den Spots erkennbar wird, zeigten 
Calumenin und GST eine schwache Interaktion mit den Peptidspots, wohingegen Calmodulin 
eine sehr starke Interaktion mit den Peptidspots zeigte. Von den in ImageQuant 
quantifizierten Werten der Peptidspots wurde die GST-Kontrolle subtrahiert, die Werte auf 
das jeweilige Maximum der Wertereihe normiert und als Säulendiagramm dargestellt      
(Abb. 3.19.B.). Aus dem Säulendiagramm (Abb. 3.19.B) lässt sich ersehen, dass eine 
vergleichbare Bindung der [14C] markierten Fusionsproteine an die Peptidspots 1, 5, 6, und 9 
erfolgte. Der Peptidspot 5 war hier besonders wichtig, da der Spot der J-Domäne des Sec63p 
zugeordnet werden kann. GST-Calmodulin interagierte zudem mit den Peptidspots 2, 3, 4, 7, 
8 und 10. Die Bindung der beiden Fusionsproteine an die Peptidspots 2 und 6 war allerdings 
sehr schwach. Die Interaktion von Calumenin mit dem Peptidspot 9, dem C-Terminus des 
ERj1p, war ebenfalls kaum vorhanden. Korrelierte man die Peptidspot-Sequenzen mit den 
Ergebnissen des Säulendiagramms wie mit den Sequenzen der einzelnen Proteine wie Sec61p, 
Sec62p, Sec63p und ERj1p, so konnte man eine topographische Aufteilung der 
Bindungsmotive erstellen (Abb. 3.19.C.). In Bezug auf die Lokalisierung Calumenins im 
Lumen des ERs war daher die Interaktion mit den lumenalen Bindemotiven der ER-Proteine 
wichtig. Es konnte allerdings nur eine Bindung von GST-Calmodulin wie von                  
GST-Calumenin an das lumenale Bindemotiv des Sec63p (Peptidspot 5) nicht aber an das des 
Sec61p α (Peptidspot 2) nachgewiesen werden. Beide Fusionsproteine wiesen zudem eine 
Interaktion mit dem cytosolischen Teil des Sec61p α (Peptidspot 1) auf.  
 
  Die Bindung der Fusionsproteine an Peptidsequenzen aus den beiden Sec-Proteinen ist 
wichtig, da angenommen wird, dass über sie die Regulation des Calcium-Leckstroms erfolgt. 
Insgesamt gesehen interagierte Calumenin mit vier putativen Calmodulin-Bindestellen, was in 
Sicht auf die strukturelle Ähnlichkeit der beiden EF-Hand-Proteine für einen ähnlichen 
Mechanismus spricht. In Sicht auf die hier gewonnenen Ergebnisse, ließ sich eine ähnliche 
Bindung von Calumenin und Calmodulin an drei ER-Proteine feststellen: Sec61p α, Sec63p 
und ERj1p. Besonders wichtig war hier die Interaktion von Calumenin mit der J-Domäne des 
Sec63p (Spot 5). In einem nächsten Schritt sollte nun das gesamte Sec63p auf eine Interaktion 
mit Calumenin und Calmodulin in Anwesenheit von CaCl2 sowie im Falle von Calumenin mit 
EGTA untersucht werden. Dadurch sollte ein besseres Bild der Interaktion der beiden 




























Abb. 3.19. Bindung von 
putative Calmodulin-Bindemotive
A. Peptidfilter wurden in MeOH aktiviert, mit H
CaCl2 inkubiert. Nach Inkubation
gewaschen und über Nacht bei 4°C mit 30.000 cpm des 
Calmodulin (Positiv-Kontrolle) oder GST (Negativ
Nach einem weiterem Waschschritt wurden die Peptidfilter bei Raumtemperatur getrocknet und einer 
Analyse mittels „PhosphoImaging“ und der ImageQuant
B. Darstellung der Spots der Peptidfilter für GST
auf die jeweiligen Maxima normierten Werte. Der Hintergrund in Form der GST
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[14C] markiertem GST-Calumenin und GST-Calmodulin
. 
2O dest. gewaschen und für 3 h in Bindungspuffer mit 
 wurde für 1 h mit 5% Milchpulver in TBS blockiert, 
[14C] markierten GST
-Kontrolle). in Bindungspuffer mit CaCl
-Software unterzogen. 
-Calmodulin und GST-Calumenin. Gezeigt werden die 
-Calumenin bereits subtrahiert.  
  
 an verschiedene 
mit H2O dest. 
-Calumenin, GST-
2 inkubiert. 
















Abb. 3.19.  





Tabelle 3.2. Übersicht der Bindung von [
 GST-Calumenin an putative Calmodulin
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14C] markiertem GST Calmodulin bzw. [
-Bindestellen diverser ER-
 
Protein Ort Bindung von [14
GST-Calmodulin
 Secd61p α Cytosolisch + 
 Sec61p α Lumenal - 
 Sec61p γ Cytosolisch + 
 Sec63p Cytosolisch + 
 Sec63p Lumenal + 
 Sec63p Cytosolisch - 
 Sec63p Cytosolisch + 
 ERj1p Cytosolisch + 
 ERj1p Cytosolisch + 
 ERj1p Lumenal + 
  
14C] markierte 
Proteine. + = Bindung; 
C] 
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3.2.4.3.2. [14C] markiertes GST-Calumenin bindet Ca2+ unabhängig an Peptide aus dem
  Sec63p 
 
  Um ein genaueres Bild der Interaktion von Calumenin mit den putativen Calmodulin-
Bindestellen des Sec63p zu erhalten, wurden Peptidfilter mit der gesamten Sequenz des 
Sec63p hergestellt (Abb. 3.20. und 3.21., putative Bindestelle in roter Schrift). Besonders 
wichtig im Zusammenhang mit der Interaktion von Calumenin und Sec63p war die          
Ca2+-Abhängigkeit der Interaktion von Calumenin mit der putativen Calmodulin-Bindestelle 
der J-Domäne des Sec63p. Über diese Interaktion sollte eine Regulierung des Calcium-
Leckstroms des ER möglich sein. 
 
  Für den Versuch wurde GST-Calumenin über eine NAP5-Säule in PBS umgepuffert und mit 
[14C] markiert (vgl. 2.4.12.1.). Die Peptidfilter wurden in MeOH aktiviert, mit H2O dest. 
gewaschen und für 3 h in Bindungspuffer mit CaCl2 oder EGTA inkubiert. Nach der 
Inkubation wurden die Peptidfilter für 1 h mit 5% Milchpulver in TBS blockiert, wiederum 
mit H2O dest. gewaschen und über Nacht bei 4°C mit 30.000 cpm des [14C] markierten      
GST-Calumenin, GST-Calmodulin (Positiv-Kontrolle) oder GST (Negativ-Kontrolle) in 
Bindungspuffer mit CaCl2 oder EGTA inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden 
die Peptidfilter bei Raumtemperatur getrocknet und einer Analyse mittels „PhosphoImaging“ 
und der ImageQuant-Software unterzogen.  
 
  Um eine bessere Auswertung der Daten zu erreichen, wurden die positiven Peptidspots 
farblich markiert (Abb. 3.22.). Dies ermöglichte ein schnelleres Auffinden der zu 
korrelierenden Daten (Abb. 3.21. und 3.23. bis 3.26.). Die geschwärzten Peptidspots zeigten 
auch hier eine Interaktion zwischen den Fusionsproteinen und den putativen Bindestellen an 
(3.23.A. bis D.). Aus den Spots wurde erkennbar, dass Calumenin und Calmodulin eine 
ähnliche Interaktion mit den Peptidspots zeigten. Von den in ImageQuant quantifizierten 
Werten der Peptidspots wurde die GST-Kontrolle subtrahiert, die Werte auf das jeweilige 
Maximum der Wertereihe normiert und als Säulendiagramm dargestellt (Abb. 3.24. bis 3.26.). 
Aus dem Vergleich der Säulendiagramme lässt sich ersehen, dass eine Bindung von [14C] 
GST-Calumenin an die gleichen Bindestellen wie [14C] GST-Calmodulin (Abb. 3.24. bis 
3.26.) erfolgt. Es wurden verschiedene Interaktionen in der Auswertung erkennbar:  
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  1. die Ca2+ unabhängige Interaktion des GST-Calumenins mit den putativen Calmodulin 
Bindemotiven (Abb. 3.25. und 3.26.); es zeigte sich hier ein vergleichbares Bindungsmuster 
für EGTA wie für Calcium in den Säulendiagrammen. Die Positiv-Kontrolle mit GST-
Calmodulin zeigte ebenfalls eine Bindung an alle putativen Bindemotive.  
 
  2. die Bindung der Fusionsproteine an zwei nicht charakterisierte Bereiche (55 - 67 bzw. 91 
– 93, vgl. violette bzw. schwarze Markierung der Abb. 3.21. – 3.26.) mit der Ausnahme von 
Calumenin in CaCl2-Puffer, da hier Calumenin nicht an den Bereich 55 – 67 (violett) band;  
 
  3. Die Bindung der Fusionproteine an die putative NLS (101 – 109, gelb) und die „coiled 
coil“ Domäne (121 – 125, rot) des Sec63p und die Bindung an die Sec62p 
Interaktionsdomäne (134 – 136, nicht gekennzeichnet).  
 
  Die Interaktion von [14C] markiertem GST-Calumenin korrelierte mit den Ergebnissen aus 
3.2.4.1. und 3.2.4.2., da eine Interaktion bei 1 mM CaCl2 als auch eine stärkere Interaktion bei 
4 mM EGTA nachgewiesen wurde. Ein wichtiges Ergebnis dieses Versuches war mit Sicht 
auf die Lokalisierung des Calumenins die Bindung von GST-Calumenin an die zweite 
putative Calmodulin-Bindestelle des Sec63p. Diese Bindestelle liegt auf der lumenalen Seite 
des Sec63p und fällt mit der J-Domäne des Proteins zusammen. Somit gibt es eine Interaktion 
der beiden Proteine auf der lumenalen Seite des ERs. Diese Interaktion ist jedoch Ca2+-
unabhängig. Die Bindung der Fusionsproteine an die zwei nicht charakterisierten Bereiche 
(violette und schwarze Markierung) kann mit der Nähe zu putativen Bindemotiven 
zusammenhängen. Beide Bereiche der Peptidsequenz folgen einem Calmodulin-Bindemotiv 
und könnten bei der Interaktion des Sec63p mit Calmodulin eine strukturelle Rolle spielen, da 
sich beide Bereiche im cytosolischen Teil des Sec63p befinden. Die einzige Ausnahme 
bildete hier der Versuchsteil GST-Calumenin in CaCl2-Puffer, da hier im violetten Bereich 
keine Bindung zu erkennen war. Die Bindung der Fusionsproteine an die putative NLS (gelb), 
die „coiled coil“ Domäne (rot) sowie die Sec62p Interaktionsdomäne (nicht gekennzeichnet) 
könnte durch eine von Arginin- und Lysin-Resten vermittelte positive Ladung in diesen 
Bereichen des Sec63p erfolgen. Solche Interaktionen wären als unspezifisch zu betrachten. 
Bei der „coiled oil“ Domäne könnte zudem noch eine spezifische Bindung vorliegen, da diese 




















Abb. 3.20. Darstellung der strukturellen Charakteristika des Sec63p.
# kennzeichnet die Transmembran
sind rot markiert. IQRKER 
 
    1 M A G Q Q F Q Y D D S G N T F F Y F L T   
    2 F Q Y D D S G N T F F Y F L T S F V G L   
    3 S G N T F F Y F L T S F V G L I V I P A   
    4 F Y F L T S F V G L I V I P A T Y Y L W   
    5 S F V G L I V I P A T Y Y L W P R D Q N   
    6 I V I P A T Y Y L W P R D Q N A E Q I R   
    7 T Y Y L W P R D Q N A E Q I R 
    8 P R D Q N A E Q I R 
    9 A E Q I R 
   10 L K N I R K V Y G R C M W Y R L
   11 K V Y G R C M W Y R L
   12 C M W Y R L
   13 L R L L K P Q P N I I P T V K K I V L L   2297.9
   14 P Q P N I I P T V K K I V L L A G W A L   2172.7
   15 I P T V K K I V L L A G W A L F L F L A 
   16 K I V L L A G W A L F L F L A Y K V S K   2282.4
   17 A G W A L F L F L A Y K V S K T D R E Y   2380.1
   18 F L F L A Y K V S K T D R E Y Q E Y N P   2513.2
   19 Y K V S K T D R E Y Q E Y N P Y E V L N   2540.2
   20 T D R E Y Q E Y N P Y E V L N L D P G A   2387.2
   21 Q E Y N P Y E V L N L D P G A 
   22 Y E V L N L D P G A 
   23 L D P G A 
   24 T V A E I K K Q Y R L L S L K Y H P
   25 K K Q Y R L L S L K Y H P
   26 L L S L K Y H P
   27 Y H P D K G G D E V M F M R I A K A Y A   2300.4
   28 G G D E V M F M R I A K A Y A A L T D E   2189.1
 
Abb. 3.21. Übersicht über die Peptidsequenzen des Sec63p Peptidfilters.
Gezeigt werden die Peptidsequenzen der Spots des Sec63p Peptidfilters. Mit roten Buchstaben markiert 
sind die Sequenzen der putativen Calmodulin
kennzeichnen die positiven Spots der Peptidfilter.
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LKNIR # potentielle 
 # 
DKGGDEVMFMRIAKAYA  J-Domäne, potentielle
 # Calmodulin Bs.




  potentielle Calmodulin Bs.
 
  putative NLS
 
  putative „coiled coil“ Domän
 
  Sec62p Interaktionsdomäne
 
-Domänen des Sec63p. Die putativen Bindestellen für Calmodulin 







L K N I R    
L K N I R K V Y G R    
L K N I R K V Y G R C M W Y R    
 R L L K   2611.1
 R L L K P Q P N I   2536.1
 R L L K P Q P N I I P T V K   2471.1
  2214.6
T V A E I   2236.2
T V A E I K K Q Y R   2308.3
T V A E I K K Q Y R L L S L K   2245.1
 D K   2432.3
 D K G G D E V   2376.2
 D K G G D E V M F M R I   2351.4
 






























    29 M F M R I A K A Y A A L T D E E S R K N   2347.1
   30 A K A Y A A L T D E E S R K N W E E F G   2316.7
   31 A L T D E E S R K N W E E F G N P D G P   2292.8
   32 E S R K N W E E F G N P D G P Q A T S F   2298.7
   33 W E E F G N P D G P Q A T S F G I A L P   2134.9
   34 N P D G P Q A T S F G I A L P A W I V D   2071.0
   35 Q A T S F G I A L P A W I V D Q K N S I   2161.9
   36 G I A L P A W I V D Q K N S I L V L
   37 A W I V D Q K N S I L V L L V Y G L A F   2264.4
   38 Q K N S I L V L L V Y G L A F M V I L P   2233.6
   39 L V L L V Y G L A F M V I L P V V V G S   2104.5
   40 Y G L A F M V I L P V V V G S W W Y R S   2346.4
   41 M V I L P V V V 
   42 V V V G S W W Y R S 
   43 W W Y R S I 
   44 I R Y S G D Q I L I R T T 
   45 D Q I L I R T T
   46 R T T Q I Y T Y F V Y K T R N M D M K R   2616.7
   47 Y T Y F V Y K T R N M D M K R L I M V L   2587.0
   48 Y K T R N M D M K R L I M V L A G A S E   2329.4
   49 M D M K R L I M V L A G A S E F D P Q Y   2317.4
   50 L I M V L A G A S E F D P Q Y
   51 A G A S E F D P Q Y N K D A T S R P T D   2172.4
   52 F D P Q Y N K D A T S R P T D N I L I P   2307.1
   53 N K D A T S R P T D N I L I P Q L I R E   2296.1
   54 S R P T D N I L I P Q L I R E I G S I N   2252.0
   55 N I L I P 
   56 Q L I R E I G S I N L K K N E P P L T C   2268.3
   57 I G S I N L K K N E P P L T C P Y S L K   2218.1
   58 L K K N E P P L T C P Y S L K A R V L L   2285.4
   59 P P L T C P Y S L K A R V L L L S H L A   2195
   60 P Y S L K A R V L L L S H L A R M K I P   2309.3
   61 A R V L L L S H L A R M K I P E T L E E   2321.2
   62 L S H L A R M K I P E T L E E D Q Q F M   2418.3
   63 R M K I P E T L E E D Q Q F M L K K C P   2465.7
   64 E T L E E D Q Q F M L K K C P A L L Q E   2394.4
   65 D Q Q F M L K K C P A L L Q E M V N V I   2349.9
   66 L K K C P A L L Q E M V N V I C Q L I V   2256.9
   67 A L L Q E M V N V I C Q L I V M A R N R   2315.9
   68 M V N V I C Q L I V M A R N R E E R
   69 C Q L I V M A R N R E E R E F R A P T L   2433.5
   70 M A R N R E E R E F R A P T L A S L E N   2392.0
   71 E E R E F R A P T L A S L E N C M K L S   2326.8
   72 R A P T L A S L E N C M K L S Q M A V Q   2194.1
   73 A S L E N C M K L S Q M A V Q G L Q Q F   2229.2
   74 C M K L S Q M A V Q G L Q Q F K S P L L   2253.4
   75 Q M A V Q G L Q Q F K S P L L Q L P H I   2278.6
   76 G L Q Q F K S P L L Q L P H I E E D N L   2321.3
   77 K S P L L Q L P H I E E D N L R R V
   78 Q L P H I E E D N L R R V S N 
   79 E E D N L R R V S N 
   80 R R V S N 
   81 H K K Y K I K T I Q D L V
   82 I K T I Q D L V 
   83 D L V S L K E S D R H T L L H F L E D E   2398.7
   84 K E S D R H T L L H F L E D E K Y E E V   2518.9
   85 H T L L H F L E D E K Y E E V M A V L G   2374.3
 
Abb. 3.21. Übersicht über die Peptidsequenzen des Sec63p 
Gezeigt werden die Peptidsequenzen der Spots des Sec63p Peptidfilters. Mit roten Buchstaben markiert 
sind die Sequenzen der putativen Calmodulin
kennzeichnen die positiven Spots der Peptidfilter
3. Ergebnisse 
~ 98 ~ 
 L V   2164.4
G S W W Y R S I R Y S G   2372.2
I R Y S G D Q I L I   2401.0
R Y S G D Q I L I R T T Q I   2558.2
Q I Y T Y F V   2452.2
 Q I Y T Y F V Y K T R N   2537.5
 N K D A T   2185.0
Q L I R E I G S I N L K K N E   2307.4
 E F   2451.8
 S N   2361.1
H K K Y K   2506.4
H K K Y K I K T I Q   2501.3
H K K Y K I K T I Q D L V S L   2429.2
 S L K E S D R   2432.0
S L K E S D R H T L L H   2348.9
Peptidfilters. 





























































    86 F L E D E K Y E E V M A V L G S F P Y V   2367.1
   87 K Y E E V M A V L G S F P Y V T M D I K   2322.3
   88 M A V L G S F P Y V T M D I K S Q V L D   2217.1
   89 S F P Y V T M D I K S Q V L D D E D S N   2306.6
   90 T M D I K S Q V L D D E D
   91 S Q V L D D E D S N N I T V G S L V T V   2108.4
   92 D E D S N N I T V G S L V T V L V K L T   2119.7
   93 N I T V G S L V T V L V K L T R Q T M A   2146.2
   94 S L V T V L V K L T R Q T M A E V F E K   2294.2
   95 L V K L T R Q T M A E V F E K E Q S I C   2355.2
   96 R Q T M A E V F E K E Q S I C A A E E Q   2328.9
   97 E V F E K E Q S I C A A E E Q P A E D G   2210.6
   98 E Q S I C A A E E Q P A E D G Q G E T N   2107.5
   99 A A E E Q P A E D G Q G E T N K N R
  100 P A E D G Q G E T N K N R T K G G W Q Q   2202.1
  101 Q G E T N K N R T K G G W Q Q K S K G P   2231.1
  102 K N R T K G G W Q Q K S K G P K K T A K   2258.2
  103 G G W Q Q K S K G P K K T A K S K K K K   2231.0
  104 K S K G P K K T
  105 K K T A K S K K K K P L K K K P T P V L   2278.4
  106 S K K K K P L K K K P T P V L L P Q S K   2276.3
  107 P L K K K P T P V L L P Q S K Q Q K Q K   2316.6
  108 P T P V L L P Q S K Q Q K Q K Q A N G V   2191.4
  109 L P Q S K Q Q K Q K Q A N G V V G N E A   2154.2
  110 Q Q K Q K Q A N G V V G N E A A V K E D   2142.2
  111 Q A N G V V G N E A A V K E D E E E V S   2075.6
  112 V G N E A A V K E D E E E V S D K G S D   2109.2
  113 A V K E D E E E V S D K G S D S 
  114 E E E V S D K G S D S E E E E T N R D S   2274.6
  115 D K G S D S E E E E T N R D S Q S E K D   2288.7
  116 S E E E E T N R D S Q S E K D D G S D R   2316.7
  117 T N R D S Q S E K D D G S D R D S D R E   2315.8
  118 Q S E K D D G S D R D S D R E Q D E K Q   2370.1
  119 D G S D R D S D R E Q D E K Q N K D D E   2383.3
  120 D S D R E Q D E K Q N K D D E A E W Q E   2495.7
  121 Q D E K Q N K D D E A E W Q E L Q Q S I   2463.0
  122 N K D D E A E W Q E L Q Q S 
  123 A E W Q E L Q Q S I Q R K E R A L L E T   2458.1
  124 L Q Q S I Q R K E R A L L E T K S K I T   2372.9
  125 Q R K E R A L L E T K S K I T H P V Y S   2386.9
  126 A L L E T K S K I T H P V Y S L Y F P E   2338.9
  127 K S K I T H P V
  128 H P V Y S L Y F P E E K Q E W W W L Y I   2715.7
  129 L Y F P E E K Q E W W W L Y I A D R K E   2730.7
  130 E K Q E W W W L Y I A D R K E Q T L I S   2624.4
  131 W W L Y I A D R K E Q T L I S M P Y H V   2551.6
  132 A D R K E Q T L I S M P Y H V C T L K D   2350.2
  133 Q T L I S M P Y H V C T L K D T E E V E   2338.1
  134 M P Y H V C T L K D T E E V E L K F P A   2351.4
  135 C T L K D T E E V E L K F P A P G K P G   2160.1
  136 T E E V E L K F P A P G K P G N Y Q Y T   2269.2
  137 L K F P A P G K P G N Y Q Y T V F L R S   2285.3
 
Abb. 3.21. Übersicht über die Peptidsequenzen des Sec63p Peptidfilters.
Gezeigt werden die Peptidsequenzen der Spots des Sec63p Peptidfilters. Mit rot
sind die Sequenzen der putativen Calmodulin
kennzeichnen die positiven Spots der Peptidfilter.
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 S N N I T V G   2196.7
 T K   2173.8
 A K S K K K K P L K K K   2269.1
E E E E   2242.8
I Q R K E R   2532.1
 Y S L Y F P E E K Q E W   2512.1
 
en Buchstaben markiert 























































   138 P G K P G N Y Q Y T V F L R S D S Y M G   2283.0
  139 N Y Q Y T V F L R S D S Y M G L D Q I K   2444.1
  140 V F L R S D S Y M G L D Q I K P L K L E   2355.1
  141 D S Y M G L D Q I K P L K L E V H E A K   2316.2
  142 L D Q I K P L K L E V H E A K P V P E N   2298.5
  143 P L K L E V H E A K P V P E N H P Q W D   2364.6
  144 V H E A K P V P E N H P Q W D T A I E G   2255.3
  145 P V P E N H P Q W D T A I E G D E D Q E   2307.1
  146 H P Q W D T A I E G D E D Q E D S E G F   2306.6
  147 T A I E G D E D Q E D S E G F E D S
  148 D E D Q E D S E G F E D S F E E E E E E   2424.9
  149 D S E G F E D S F E E E E E E E E D D D   2411.8
  150 B     61.0
 
Abb. 3.21. Übersicht über die Peptidsequenzen des Sec63p Peptidfilters.
Gezeigt werden die Peptidsequenzen der 
sind die Sequenzen der putativen Calmodulin




































Abb. 3.22. Farbcodierung für die nachfolgenden Abbildungen.
Die einzelnen Farben entsprechen positiven Spots bei dem Bindungsversuch von [
GST-Calmodulin und GST
die Säulendiagramme un
Calmodulin-Bindestelle I, II, III oder IV, #4 




~ 100 ~ 
 F E   2251.0
 
 
Spots des Sec63p Peptidfilters. Mit roten Buchstaben markiert 
-Bindestellen des Sec63p. Die farbigen Kästchen 
 
 
-Calumenin an Sec63p. Diese Farbcodierung wird auf die Peptidfilter, 
d die Peptidübersicht des Sec63p angewendet. CaM = putative 









































Abb. 3.23. Bindung von [14
Peptidfilter wurden in MeOH aktiviert, mit H
oder EGTA inkubiert. Nach Inkubation
dest. gewaschen und über Nacht bei 4°C mit 30.000 cpm des 
Calmodulin (Positiv-Kontrolle) oder GST (
inkubiert. Nach einem weitere
und einer Analyse mittels „PhosphoImaging“ und der ImageQuant
A. [14C] markiertes GST + CaCl
B. [14C] markiertes GST-Calmodulin + CaCl
3. Ergebnisse 
~ 101 ~ 
C]-markiertem GST, GST-Calmodulin und GST-Calumenin 
2O dest. gewaschen und für 3 h in Bindungspuffer mit CaCl
 wurde für 1 h mit 5% Milchpulver in TBS blockiert, 
[14C]-markierten GST
Negativ-Kontrolle) in Bindungspuffer mit CaCl





































Abb. 3.23. Bindung von [14
Peptidfilter wurden in MeOH aktiviert, mit H
oder EGTA inkubiert. Nach Inkubation
dest. gewaschen und über Nacht bei 4°C mit 30.000 cpm des 
Calmodulin (Positiv-Kontrolle) oder GST (
inkubiert. Nach einem weitere
und einer Analyse mittels „PhosphoImaging“ und der ImageQuant
C. [14C] markiertes GST-Calumenin + CaCl
D. [14C] markiertes GST-Calumenin + EGTA Puffer
  
3. Ergebnisse 
~ 102 ~ 
C]-markiertem GST, GST-Calmodulin und GST-Calumenin 
2O dest. gewaschen und für 3 h in Bindungspuffer mit CaCl
 wurde für 1 h mit 5% Milchpulver in TB
[14C]-markierten GST
Negativ-Kontrolle) in Bindungspuffer mit CaCl







S blockiert, mit H2O 
-Calumenin, GST-


































Abb. 3.24. Bindung von [14
Auswertung der Spots des Sec63p Peptidfilters: Die farbigen Kästchen kennzeichnen die positiven 
Spots des Peptidfilters. Gezeigt werden die auf das Maximum de
Subtraktion des GST-Hintergrund für GST
3. Ergebnisse 
~ 103 ~ 
C] markiertem GST-Calmodulin in CaCl2 Puffer an Sec63p.
r Wertereihe normierten Werte nach 




































Abb. 3.25. Bindung von [14
Auswertung der Spots des Sec63p Peptidfilters: Die farbigen Kästchen kennzeichnen die positiven 
Spots des Peptidfilters. Gezeigt werden die auf das Maximum der Wertereihe normierten Werte nach 
Subtraktion des GST-Hintergrund für GST
3. Ergebnisse 
~ 104 ~ 
C] markiertem GST-Calumenin in CaCl2 Puffer an Sec63p.




































Abb. 3.26. Bindung von [14
Auswertung der Spots des Sec63p Peptidfilters: Die farbigen Kästchen kennzeichnen die positiven 
Spots des Peptidfilters. Gezeigt werden die auf das Maximum der Wertereihe normierten Werte nach 
Subtraktion des GST-Hintergrund für GST
3. Ergebnisse 
~ 105 ~ 
C] markiertem GST-Calumenin in EGTA Puffer an Sec63p.
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3.2.5. Funktion von Calumenin 
 
3.2.5.1. CALU wird bei induziertem ER-Stress durch Tunicamycin oder              
 Thapsigargin nicht hochreguliert 
 
  Wiederum kam die Frage auf, ob Calumenin an Stressreaktionen des ER beteiligt ist. Diese 
Stressreaktionen können z.B. durch Thapsigargin, das die SERCA hemmt, was zu einem 
verstärkten Ausfluss an Calcium aus dem ER führt (Ong et al., 2007) oder Tunicamycin, 
welches zu einer Fehlglykosylierung von Proteinen führt, ausgelöst werden. Es sollte daher 
die Regulierung von CALU bei Einsatz der beiden Stressoren Tunicamycin (1 µg/ml) und 
Thapsigargin (1 µM) beobachtet werden. 
 
  Hierfür wurden die für 3.1.6.2. aufbereiteten PC3-Zellen benutzt. Die PC3-Zellen wurden 
herangezogen, nach 24h mit Tunicamycin 1 µg/ml und Thapsigargin 1 µM sowie DMSO bei 
37°C inkubiert, nach weiteren 24 h geerntet und via SDS-PAGE und Western Blot analysiert. 
Dabei wurden je 300 000 PC3-Zellen für DMSO, Tunicamycin- und Thapsigargin-Stress via 
SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Die Auswertung der Zellextrakte via SDS-PAGE 
und Western Blot zeigte neben einer Hochregulierung von BiP (Abb. 3.27.A. und B.) keine 
Regulation von Calumenin in Antwort auf ER-Stress ausgelöst durch Tunicamycin oder 
Thapsigargin. Im Vergleich zu den Ergebnissen aus Abb. 3.11.B. zeigte sich, dass der 
induzierte Stress für die Induktion von BiP in diesem Falle nicht so ausgeprägt war. Demnach 
kann Calumenin nach diesem Ergebnis und der ER-Färbung in der Immunfluoreszenz (vgl. 
3.2.1.) wie auch in Zusammenhang mit dem Ergebnis aus 3.2.2. als ein lumenales Protein des 
ER betrachtet werden, welches nicht an einer Stressreaktion des ER in Bezug auf 





































Abbildung 3.27.: Verhalten von Calumenin bei ER
A. Western Blot der Zellen nach 
PC3-Zellen wurden in Gibco DMEM 21499 herangezogen und mit DMSO, Tunicamycin 1
Thapsigargin 1 µM gestresst
analysiert. Es wurde je ein Zellextrakt aus 3
Abbildung 3.27.: Verhalten von Calumenin bei ER
 B. Auswertung des Western Blots.
Gezeigt wird der Proteingehalt
einen Stress durch Tunicamycin 1 µg/ml oder Thapsigargin 1 µM.
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-Stress 
Stressinduktion. 
, nach 24 h entnommen und über SDS-PAGE sowie Western
00.000 Zellen aufgetragen. 
-Stress 
 
 bezogen auf Aktin nach 24 h. Calumenin zeigt keine Regulation auf 
 
  
 µg/ml und 
 Blot 
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4. Diskussion 
 
4.1. Charakterisierung von ERj7p 
 
  ERj7p wurde ursprünglich von Ray et al. (1995) als die zehnte γ-Untereinheit des 
menschlichen Guanin bindenden Proteins beschrieben (Gng10p). Gng10p γ wird durch eine 
Geranylgeranyl-Gruppe modifiziert und interagiert mit den G-Proteinen β1 und β2, aber nicht 
β3. Aufgrund seines differierenden N-Terminus (nur 35 – 53% Homologie zu den anderen    
G-Proteinen γ) interagiert Gng10p mit einer spezifischen Unterklasse des G-Proteins 
α (Rahmatullah et al.,  1995). Die G Proteine β und γ regulieren nach Ray et al. (1995) die 
Aktivität diverser Enzyme und Ionenkanäle. GNG10p entspricht dem Protein DnaJ C25, 
welches als Co-Chaperon mit HSP70-Chaperonen assoziiert (Zahedi, Völzing, Schmitt, Frien 
et al., 2009). Die Gemeinsamkeit der beiden Proteine besteht in einer J-Domäne. Proteine wie 
DnaJ C25 oder Gng10p, die ein DnaJ-Motiv (J-Domäne) enthalten, werden zur HSP40 
Familie gezählt und fungieren als Co-Chaperone für HSP70-Chaperone (Tsai und Douglas, 
1996; Chevalier et al., 2000). In dieser Funktion als Co-Chaperon stimulieren sie die ATP-
Hydrolyse der HSP70 und leiten somit die Bindung der HSP70 Chaperone an ihr Substrat ein. 
Nach Walsh et al. (2004) werden die HSP40-Homologe in drei Klassen eingeteilt: Typ I 
zeichnet eine Klasse mit einer G/F-reichen sowie einer Zink-Finger-Region aus, Typ II nur 
eine G/F-reiche Region und Typ III besitzt weder eine G/F-reiche Region noch ein Zink-
Finger-Motiv (Abb. 4.1.B). Da ERj7p im Gegensatz zu E. coli DnaJ lediglich eine J-Domäne 
besitzt, gehört es wie ERj1p zum TYP III der HSP40-Homologen (Abb. 4.1.A). Dabei 
vermittelt die J-Domäne die Interaktion zwischen den HSP40-Homologen und ihren 
spezifischen HSP70-Partnern, wobei die ATPase-Aktivität des HSP70-Proteins stimuliert 
wird. Die Funktion der HSP70-Chaperone besteht in der Bindung und Freisetzung von 
hydrophoben Segmenten ungefalteter Polypeptidketten in einem ATP-hydrolysierenden 
Reaktionszyklus (Flynn et al., 1991). Sie können daher ungefaltete oder partiell gefaltete 
Polypeptidketten binden, wodurch deren Aggregation verhindern wird (Hartl, 1996). Zudem 
hilft diese Art von Komplexierung bei der Um- oder Neufaltung der Polypeptidketten. Zu 
Beginn der vorliegenden Arbeit war über eine Funktion von ERj7p als                                  
































Abb. 4.1.:  
A) Sequenz von DnaJ, ERj1p und ERj7p
ERj7p unterscheidet sich in seinem strukturellen Aufbau kaum von ERj1p, jedoch sehr von DnaJ (Typ I 
HSP40-Homolog) aus E. coli 
sowie die G/F-reiche Regionen. Orange
Domäne, Signalsequenzen, 
G/F-reichen Regionen = Buchstaben
B) nach Walsh et al. (2004): Übersicht Typ I, II und III HSP40
Graue Boxen = Protein, Orange = 
CTD bezeichnet die carboxy
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. 
sowie von TYP II HSP 40-Homologen. Es fehlen das Zink
 = J-Domäne, Grün = Zink-Finger-
Transmembrandomänen, Sec63p Homologie, Retentionssignal KKXX
. 
-Homologe aus der Hefe
J-Domäne, Gelb = G/F-reiche Region, Grün = Zink
-terminale Domäne und TM die Transmembran-Elemente.
  
-Finger Motiv 
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  Zahedi, Völzing, Schmitt, Frien et al. (2009) beschrieben ERj7p als in der ER-Membran 
verankertes HSP40-Homolog, dessen luminale J-Domäne mit BiP interagiert. Mittels 
Carbonatextraktion wurden Membran-verankerte von löslichen und Membran-assoziierten 
Proteinen getrennt. Hierbei zeigte sich eine Anreicherung für ERj7p in der Fraktion der 
Membranproteine. Mittels eines Importtests wurde hier nachgewiesen, dass ERj7p in raue 
Mikrosomen transportiert sowie prozessiert wird. ERj7p konnte in rauen Mikrosomen 
quantifiziert werden und kommt in Quantitäten ähnlich ERj2p und ERj5p vor (Tyedmers et 
al., 2000; Dudek et al., 2002; Bies, Dissertation, 2002; Weitzmann, Dissertation, 2007).  
 
4.1.1. ERj7p interagiert ATP-abhängig mit BiP 
 
  Im Lumen des endoplasmatischen Retikulumss von Säugerzellen sind neben ERj7p noch 
sechs weitere HSP40-Homologe bekannt, die unterschiedliche Funktionen wahrnehmen und 
dabei alle mit BiP interagieren (Tsai und Douglas, 1996; Chevalier et al. 2000;                 
Tyedmers et al., 2000; Dudek et al., 2002; Bies, Dissertation, 2002; Shen et al., 2002; 
Weitzmann, Dissertation, 2007). Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass auch ERj7p 
mit BiP, dem HSP70-Chaperon des ER-Lumens, ATP-abhängig interagiert. Die J-Domäne 
des humanen ERj7p wurde als GST-Fusionsprotein in E. coli synthetisiert und an GSH-
Sepharose immobilisiert. Eine Inkubation der immobilisierten J-Domäne mit Extrakt aus 
rauen Mikrosomen führte in Anwesenheit, nicht aber in Abwesenheit von ATP zur Bindung 
eines Proteins mit einem Molekulargewicht von 72 kDa. Das ATP-abhängige 
Bindungsverhalten ist eine typische Eigenschaft von HSP70 / HSP40-Interaktionen. Das 
Protein ließ sich mit einem anti-BiP Antikörper immunologisch detektieren. Unter 
Verwendung von rekombinant in E. coli hergestelltem BiP konnte die Interaktion bestätigt 
werden. Wurde eine immobilisierte ERj7p J-Domäne mit in E. coli synthetisiertem und 
gereinigtem BiP aus Hamster oder Maus inkubiert, kam es ebenfalls zu einer ATP-abhängigen 
Bindung.  
 
  Die mittels Oberflächenplasmonspektroskopie bestimmte KD zeigt mit 1,13 µM eine 
vergleichbare Affintät wie ERj1p und ERj5p in seiner Interaktion mit BiP (vgl. Tab. 4.1.). Im 
Vergleich zu ERj2p/Sec63p, ERj3p und ERj4p besitzt ERj7p jedoch eine hohe Affinität zu 
BiP. ERj7p scheint daher eine wichtige Rolle im Chaperonnetzwerk des ER zu spielen. 
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  Nachdem eine ATP-abhängige Interaktion der J-Domäne von ERj7p mit BiP in 
Bindungsversuchen nachgewiesen werden konnte, stellte sich die Frage, ob sich diese 
Interaktion auch funktionell auf die ATPase-Aktivität von BiP auswirkt. Für fast alle bisher 
untersuchten HSP70 / HSP40-Interaktionen ist beschrieben, dass die ATPase-Aktivität des 
HSP70 Partners durch sein HSP40 Co-Chaperon stimuliert wird. So wurde beispielsweise 
eine Stimulation der ATPase-Aktivität von BiP infolge der Interaktion mit HSP40              
(ERj1p, ERj2p, ERj4p, u.a.) mehrfach beschrieben (Tsai und Douglas, 1996; Chevalier et al. 
2000; Shen et al., 2002; Bies, Dissertation, 2002; Dudek et al. 2002). Um die ATPase-
Aktivität von BiP in An- und Abwesenheit einer definierten Konzentration der J-Domäne von 
ERj7p zu bestimmen, wurden ATPase-Versuche durchgeführt, bei denen die Mengen an 
freigesetztem Pi und verbliebenem ATP nach verschiedenen Zeitintervallen bestimmt wurden.  
 
  Die Anwesenheit der J-Domäne führte zu einer 2-fachen Stimulation der ATPase-Aktivität 
von BiP. Die ATPase-Aktivität konnte zudem durch Zugabe von GRP170, einem 
Nukleotidaustauschfaktor (NEF), zu dem Versuchsansatz sogar um das 2,5-fache gesteigert 
werden. Es bestätigt sich somit das in der Literatur vorherrschende Bild des HSP70 / HSP40 / 
NEF Systems für ERj7p (Bukau, Weissman und Horwich, 2006; Weitzmann et al., 2007). 
 
  Im Vergleich zu ERj4p (Kurisu et al., 2003) zeigt ERj7p eine stärkere Affinität zu BiP, 
wobei die Stimulation der ATP-Hydrolyse allerdings vergleichbar ist. Die Verbindung des 
Wertes der Affinität und der Stimulationsrate zusammen mit der hohen Konzentration von 
ERj7p in der Membran von rauen Mikrosomen, lässt die Vermutung zu, dass ERj7p auch 
unter physiologischen Bedingungen eine Rolle für die Funktion von BiP spielt. Inwieweit sich 
diese Funktion der Stabilisierung von BiP / Substrat Bindungen in einer J-Domänen 
abhängigen Weise bei ER-Stress verstärkt und so eine Akkumulation fehlgefalteter, nicht 
glykosylierter Proteine im ER verhindert, muss jedoch noch weiter untersucht werden. 
 
4.1.2. ERj7p lokalisiert im ER von PC3-Zellen 
 
  Um die Lokalisierung von ERj7p in PC3-Zellen zu untersuchen, wurde eine 
immunologische Detektion mit polyklonalen Antikörpern, die aus Kaninchenblut gewonnen 
wurden, durchgeführt.  
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  Dabei wurden PC3-Zellen kultiviert und nach einer Wachstumsphase mit siRNA gegen 
ERj7p transfiziert Die behandelten Zellen wurden entweder für eine Immunfluoreszenz-
Färbung herangezogen oder geerntet und via SDS-PAGE und Western Blot analysiert.  
 
  Neben ERj7p (~ 40 kDa), wurden zwei weitere Proteine bei ca. 55 kDa und ca. 100 kDa von 
dem Antikörper innerhalb des Western Blots erkannt. Da die Identität der zusätzlich 
detektierten Proteine nicht geklärt werden konnte, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die 
beiden Proteine möglicherweise aufgrund einer Kreuzreaktion des Antikörpers erkannt 
wurden. Dies wirkte sich auf die Auswertung der Immunfluoreszenz-Färbung aus, da hier 
kaum eine Unterscheidung in der Färbung des endoplasmatischen Retikulums in Bezug auf 
die unbehandelten Kontrollen der siRNA- und Stressversuche bzw. auf die Färbung gegen 
Sec62p erkennbar war. Es zeigten sich jeweils die Strukturen des endoplasmatische 
Retikulums. Aufgrund der Kreuzreaktion mit den beiden unbekannten Proteinen lässt sich 
nicht ausschließen, dass bei der Betrachtung der ER-Verteilung des ERj7p via 
Immunfluoreszenz hauptsächlich die Kreuzreaktionen beobachtet wurden. In Verbindung mit 
dem Importtest, bei dem die Transmembran-Domänen des ERj7p erkennbar waren, kann man 
jedoch auf eine Lokalisierung von ERj7p in der Membran des ER von PC3-Zellen schließen. 
 
4.1.3. ERj7 ist durch siRNA oder Tunicamycin regulierbar 
  
  Unter Einsatz von siRNA gegen ERj7 sowie Stressoren des ERs (Tunicamycin und 
Thapsigargin) sollte die Regulierung von ERj7 bzw. die Beteiligung von ERj7p an der UPR in 
PC3-Zellen untersucht werden. Der Einsatz von siRNA gegen ERj7 zeigte keine Veränderung 
von ERj7p in Immunfluoreszenz-Aufnahmen, jedoch auf Western Blot-Ebene. ERj7 kann 
somit mittels siRNA in PC3-Zellen herunterreguliert werden. Eine Reduzierung der Menge an 
ERj7p im ER löst jedoch keine UPR aus, da wahrscheinlich die Funktion von Erj7p von 
anderen Mitgliedern der ERj-Familie übernommen wird. Eine andere Erklärung bietet der 
doch noch recht hohe Restproteingehalt von ca. 40 %. So konnte im Versuchsteil der Abb. 
3.10.C. und D. ein Anstieg für BiP infolge der Reduzierung des Proteingehaltes von ERj7p 
durch die siRNA #2 auf ca. 10 % beobachtet werden. In jedem Falle sollte die Regulierung 
von ERj7 mittels siRNA noch genauer untersucht werden. 
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  Eine Hochregulation von ERj7 bei dem Einsatz von Tunicamycin, das die Glykosylierung 
von Proteinen inhibiert (Cronin, Rao und Hampton, 2002; Reimertz, et al., 2003) und somit 
zu einer erhöhten Konzentration an ungefaltetem Protein und damit zur UPR führt, konnte auf 
Western Blot Ebene nachgewiesen werden. Zur weiteren Kontrolle für die Induktion von 
ERj7 bei ER-Stress wurden PC3-Zellen mit Thapsigargin behandelt, welches die SERCA 
inhibiert und somit die cytosolische Calcium-Konzentration erhöht, was u.a. zur Einleitung 
der Apoptose führt (Thastrup et al., 1990; Kmonícková, 2008). Hier zeigte sich allerdings 
keine Veränderung auf Ebene des Western Blots.  
 
  Die Immunfluoreszenzen zeigten für die Einwirkung der Stressoren auf die Zellen eine 
Veränderung der Proteinmuster innerhalb des ER (Abb. 3.12.). Im Vergleich zu DMSO 
änderte sich für die gestressten Zellen das Verteilungsmuster dahingehend, dass bei 
Tunicamycin die Kernpole stärker färbten, wohingegen bei Thapsigargin das fibrilläre ER der 
Zelle diffus erschien. Da die Immunfluoreszenzen keine besonders großen Veränderungen 
innerhalb der Struktur des ER in Bezug auf ERj7p zeigten, aber auf den Western Blots neben 
der Bande für ERj7p noch zwei weitere unveränderte, unspezifische Banden auftraten              
(vgl. Abb. 3.1.), stellt sich die Frage, ob diese für die Färbung des ER bei der 
Immunfluoreszenz verantwortlich sind. 
 
  ERj7p ist den vorliegenden Daten folgend ein ER-Protein, welches unter Stressbedingungen 
im Bereich der Glykosylierung von Proteinen hochreguliert wird, jedoch nicht bei einem 
Stress durch Behinderung der Calcium-Homeostase. Im Zusammenhang mit dem ER-Stress 
durch Tunicamycin beobachten Kurisu et al. (2003) für ERj4p ebenfalls eine 
Hochregulierung. Sie bestätigten ERj4p als einen Interaktionspartner von BiP                  
(Shen et al., 2002) und konnten zeigten, dass bei einer Überexpression von ERj4p die durch 
Tunicamycin induzierte UPR inhibiert wird. Dabei spielt die Interaktion der J-Domäne von 
ERj4p mit dem HSP70-Chaperon BiP eine große Rolle, da bei Mutanten mit einer deletierten 
J-Domäne die protektiven Effekte bei der UPR aufgehoben wurden.  
 
  ERj7p könnte in diesem Rahmen eine ähnliche Funktion wie ERj4p bei der UPR einnehmen. 
Diese Funktion von ERj4p könnte mit ausschlaggebend für die Nicht-Induktion der UPR 
durch Herunterregulierung der Menge an ERj7p in den siRNA-Versuchen sein. Andererseits 
besteht die Möglichkeit dass der recht hohe Restproteingehalt von ERj7p von ca. 40 % nicht 
ausreichend für eine Induzierugn der UPR war.  
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  Die Herunterregulierung von ERj7p durch siRNA #2 zeigte für BiP im zweiten 
Versuchsansatz (Abb. 3.11.C. und D.) eine Steigerung von BiP, was auf die Einleitung der 
UPR schließen lässt. Hier lag der Restproteingehalt von ERj7p bei ca. 10 %. Es müssen in 
diesem Falle noch weitere Untersuchungen zur Beteiligung von ERj7p an der UPR erfolgen. 
 
4.1.4. Zusammenfassung der Interaktionen des HSP70-HSP40-Chaperonsystems des 
 ER aus Säugerzellen 
 
  Das HSP70-Chaperonsystem des rauen endoplasmatischen Retikulums aus Hundepankreas-
Gewebe wurde in den vergangenen Jahren im Rahmen mehrerer Arbeiten charakterisiert       
(Tsai und Douglas, 1996; Chevalier et al. 2000; Tyedmers et al., 2000; Shen et al., 2002; 
Dudek et al., 2002; Bies, Dissertation, 2002; Weitzmann, Dissertation, 2007). Dabei wurden 
die verschiedenen Proteine in rauen Mikrosomen quantifiziert und ihre Interaktionen 
untereinander mittels Oberflächenplasmonresonanz-Spektroskopie und ATPase-Experimenten 
untersucht. Die gesammelten Ergebnisse sind in Tab. 4.1. zusammengestellt, wobei die 
während dieser Arbeit gewonnenen Daten grün unterlegt sind. 
 
Tab. 4.1.: aus Weitzmann, Dissertation, 2007. 
Zusammenfassung der Interaktionsdaten der HSP70-Chaperone des Säuger ERs und ihren Co-
Chaperonen. 
Die grün unterlegten Daten wurden im Rahmen dieser Arbeit gewonnen, die anderen Daten stammen 
aus früheren Arbeiten (Tyedmers et al., 2000; Dudek et al., 2002; Bies, Dissertation, 2002; Weitzmann, 






















BiP 5,00 BiP-His6  - - - + 
Grp170 0,50 - Nb keine - + 
ERj1p 0,36 GST-J  0,12 5,17 5,60 - 
ERj2p 1,98 GST-J  5,00 3,53 5,70 - 
ERj3p 0,29 GST-ERj3 3,60 1,84 1,90  
+ GST-J+G/F  3,50 Nb Nb 
ERj4p nb GST-ERj4 6,07 1,59 1,50 + 
ERj5p 2,00 GST-J 0,45 3,87 Nb  
+ GST-J  0,59 1,84 Nb 
ERj7p 2,30 GST-J 1,13 2,00 2,50 ? 
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  Aus Tabelle 4.1. wird ersichtlich, dass ERj7p als neues Mitglied der HSP70-Chaperon 
Familie sich in das schon vorhandene Chaperonnetzwerk des endoplasmatischen Retikulums 
einreiht. So zeigt es eine ähnliche Konzentration wie ERj2p/Sec63p und ERj5p, die beide mit 
BiP interagieren. ERj2p/Sec63p ist an der Translokation von Proteinen durch den                           
Sec61p-Translokon-Komplex beteiligt (Corsi und Schekman, 1997; Zimmermann, 1998; 
Tyedmers et al., 2000; Young et al., 2001; Dudek et al., 2002) und ERj5p hilft beim Erhalt 
der Faltungskapazität im ER (Carla Famá et al., 2007). Auch die Stimulierung der             
ATPase-Aktivität von BiP ist für die beiden Proteine wie für ERj7p annähernd gleich. 
Allerdings zeigt sich ein Unterschied für die Affinität der Interaktion: ERj7p und ERj5p 
zeigen eine hohe Affinität zu BiP, ERj2p/Sec63p hingegen nicht. Dies spricht für eine 
Beteiligung von ERj2p/Sec63p für die Translokation von Proteinen über den Translokon-
Komplex und für die beiden anderen ERj-Proteine bei der Faltung von Proteinen. In Bezug 
auf die anderen ERj-Proteine wie ERj3p und ERj4p zeigen sich bis auf eine ähnliche 
Stimulierung der ATPase-Aktivität von BiP keine großen Gemeinsamkeiten; die Affinität 
dieser Proteine zu BiP ist relativ niedrig. Auch ihre Quantität im ER des Hundepankreas ist 
relativ gering. ERj1p zeigt im Vergleich zu ERj7p eine geringere Quantität, jedoch eine viel 
höhere Affinität und Stimulierung. ERj7p scheint aufgrund seiner Charakteristika eine 
ähnliche Rolle wie ERj5p im Rahmen des Chaperonnetzwerks des ERs zu übernehmen, wobei 
hier die räumliche Verteilung des ERj7p in Bezug auf den Translokonkomplex und BiP 
genauer untersucht werden sollte. Eine Verringerung der Konzentration von BiP, GRP170, 
ERj3p, ERj4p und ERj5p aufgrund von ER-Stress löst die UPR aus, ERj1p und 
ERj2p/Sec63p hingegen sind an der UPR nicht beteiligt. ERj7p zeigt wie ERj4p eine 
Induktion der UPR bei ER-Stress ausgelöst durch Tunicamycin nicht jedoch Thapsigargin. 
Dies könnte ein Hinweis auf die Beteiligung von ERj7p an einer bestimmten UPR sein. 
Dieses Verhalten von ERj7p sollte jedoch noch genauer untersucht werden. Die Induktion 
einer UPR aufgrund einer Reduzierung des Proteinsgehalts von ERj7p konnte nicht wirklich 
beobachtet werden. Der Einsatz der siRNA #2 gegen ERj7 zeigte eine Induktion, allerdings 
sollten diese Ergebnisse noch einmal überprüft werden. In Anbetracht der funktionellen Daten 
aus Tab. 4.1. stellt ERj7p somit ein neues Mitglied der Familie der HSP40-Chaperone des ER 
dar.  
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4.2. Charakterisierung von Calumenin 
 
  Calumenin wurde als EF-Hand-Protein (Kretsinger et al., 1973 und 1987) mit geringer 
Affinität zu Calcium innerhalb des endoplasmatischen Retikulums von Yabe et al. (1997) 
erstmalig beschrieben. Calumenin verteilt sich nach Vorum et al. (1998) ubiquitär auf alle 
Zelltypen. Honoré et al. (1999) konnten zeigen, dass Calumenin trotz seines ER-
Retentionsmotivs im gesamten sekretorischen Weg vorkommt. Calumenin verfügt neben dem 
HDEF-Motiv über eine Signalsequenz für den Transport in das ER sowie über sieben EF-
Hand-Motive. Yabe et al. (1997) ordneten Calumenin daher in die Protein-Familie der 
„CREC“ (Cab45, Reticulocalbin, ERC-55 und Calumenin) ein. Allen Proteinen dieser 
Familie ist neben dem EF-Hand-Motiv, einer Signal- (von Heijne, 1981; Nielsen et al., 1997) 
und Rückhaltesequenz (Pelham, 1990; Vorum et al., 1999) die Lokalisierung innerhalb des 
sekretorischen Weges gemein (Ozawa und Muramatsu, 1993; Weis et al., 1994;                    
Chen et al., 1995; Scherer et al., 1996; Koivu et al., 1997; Yabe et al., 1997;                     
Vorum et al., 1998; Yabe et al. 1998; Hseu et al., 1999; Vorum et al., 1999). Vorum et al. 
(1999) allerdings zeigten, dass Calumenin trotz seines HDEF-Motives auch in das umgebende 
Medium sekretiert werden kann. Das HDEF-Motiv von Calumenin ist daher im Vergleich 
zum HDEL-Motiv von ERC-55 ein eher ineffizientes Rückhaltemotiv. So konnte durch 
Lehmann et al. (2001) gezeigt werden, dass die RNase LX aus Tomate, die ebenfalls ein 
HDEF-Retentionssignal besitzt, über den gesamten sekretorischen Weg verteilt ist. Neben 
einer Funktion bei der Amyloidose (Pepys und Baltz, 1983; Pepys et al., 1985; Steel und 
Whitehead, 1994; Vorum et al., 2000) scheint Calumenin eine Rolle bei der Blutgerinnung 
(Wajih et al., 2004; Nelsestuen und Ostrowski, 1999; Wallin et al., 2001), der Bildung 
atheriosklerotischer Lesionen (Coppinger et al., 2004; Hansen et al., 2009), der Thrombose 
(Ostergaard et al., 2006; Hansen et al., 2009) sowie weiteren Erkrankungen zu spielen. 
 
  Neben den oben erwähnten Rollen von Calumenin fanden Tyedmers et al. (2005), dass 
Calumenin mit der Protein-Translokase, bestehend aus dem Sec61p-Trimer und den 
assoziierten Proteinen Sec62p und Sec63p, interagiert. Es wird angenommen, dass die 
gebildete Translokationspore Ionenkanal-Charakter besitzt (Simon et al., 1989 und 1991; 
Wirth et al., 2003). Der Sec61p-Translokon-Komplex ist durchlässig für neutrale und polare 
Moleküle (Heritage und Wonderlin, 2001). Dabei ist die Pore des Translokon-Komplexes 
allerdings immer noch mit dem Ribosom verbunden, befindet sich aber nicht in einem 
translozierenden Zustand.  
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  Johnson und van Weas (1999) sowie Johnson (2003) fordern für diesen Fall einen Verschluß 
der Pore durch BiP auf luminaler Seite zum Erhalt der Permeabilitätsbarriere. Alder et al. 
(2005) konnten zeigen, das BiP während seines ATPase Zyklus den Sec61p-Translokon-
Komplex verschließt. Haigh und Johnson (2002) kommen zu einem ähnlichen Modell für den 
Verschluß der Translokon-Pore durch BiP. In ihrem Versuch verweisen sie jedoch darauf, 
dass Ionen oder polare Moleküle unabhängig von BiP durch die Pore diffundieren können. 
Der Ribosom-Translokon-Komplex scheint daher einen Calcium-Leckstrom aus dem ER zu 
vermitteln (Van Coppenolle et al., 2004). Dies zeigte ein Versuch mit Puromycin, bei dem 
eine reduzierte lumenale Calcium-Konzentration in Anwesenheit von Heparin und Ryanodin 
festgestellt wurde. Heparin und Ryanodin inhibieren den Calcium-Ausstrom über die IP3R 
und RyR, so dass hier nur der Translokon-Komplex als Vermittler des Leckstroms gesehen 
werden kann. Bei Behandlung durch Anisomycin (einem Inhibitor der Peptidyl-Transferase) 
konnte die Wirkung von Puromycin aufgehoben werden. Da der Puromycin-Effekt spezifisch 
für den Sec61p-Translokon-Komplex ist, folgerten Van Coppenolle et al. (2004), dass das 
Translokon die Hauptkomponente des Calcium-Leckstroms darstellt. 
 
  In Acinar-Zellen wurde gezeigt, dass der Calcium-Leckstrom in Anwesenheit der Inhibitoren 
Thapsigargin (SERCA), Heparin (IP3R) und Ruthenium Rot (RyR) unverändert bleibt 
(Kopach et al., 2005). Daher wird der Leckstrom nicht über SERCA, IP3R oder RYR 
vermittelt. Bei Zugabe von Puromycin hingegen ergab sich eine Intensivierung des Calcium-
Leckstroms. Dies bestätigt die Funde von Roy und Wonderlin (2003), Le Gall (2003) und 
Van Coppenolle (2004), welche auf eine Beteiligung des Sec61p-Translokon-Komplexes 
hinweisen. Es wurde durch Erdmann (Dissertation, 2009) via elektrophysiologischer 
Messungen gezeigt, dass der Sec61p-Translokon-Komplex Calcium-Ionen über eine 
Lipidmembran leitet. Diese Translozierung von Calcium-Ionen konnte durch die Zugabe von 
Calmodulin zu dem Sec61p-Kanal blockiert werden. Bei Zugabe von EGTA zu dem 
Versuchsaufbau konnte kein Calmodulin Effekt mehr beobachtet werden. Calmodulin scheint 
daher ein Modulator des Calcium-Leckstroms des Sec61p-Translokon-Komplexes zu sein. 
Allerdings konnte in diesen Versuchen bisher nicht geklärt werden, ob Calmodulin an eine 
cytosolische Bindungstelle bindet oder artifiziell an eine luminale. Calmodulin ist wie 
Calumenin ein Calcium-bindendes, regulatorisches Protein. Calmodulin ist jedoch ein Protein 
des Cytosols (Copley et al., 1999) und spielt in Calcium abhängigen Signalkaskaden des 
Cytosols eine wichtige Rolle. Ähnlich wie die Proteine der CREC Familie verfügt Calmodulin 
über EF-Hand-Motive (Strynadka und James, 1989).  
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  Da Calmodulin nur cytosolisch vorliegt und bei Tyedmers et al. (2005) eine Assoziation von 
Sec63p mit Calumenin, einem luminalen EF-Hand-Protein, gefunden wurde, stellt sich die 
Frage, ob nicht Calumenin oder ein anderes Protein der CREC-Familie eine regulatorische 
Funktion in Hinsicht auf die Calcium-Permeabilität des Sec61p-Translokon-Komplexes 
besitzt. Für Calumenin konnte bisher eine Calcium-abhängige Interaktion mit zwei an der 
Calcium-Homeostase beteiligten Transportern nachgewiesen werden: Calumenin interagiert 
mit dem Ryanodin-Rezeptor-1 (Jung et al., 2006) wie auch der SERCA (Sahoo und Kim, 
2008). Die Interaktion von Calumenin mit RyR-1 findet in millimolaren Konzentrationen an 
Calcium über die sechs EF-Hände des Calumenins statt. Es konnte zudem gezeigt werden, 
dass bei Überexpression von Calumenin in C2C12 Zellen der Koffein induzierte         
Calcium-Ausstrom erhöht war, wohingegen der durch Depolarisation induzierte Calcium-
Ausstrom reduziert war. Calumenin scheint in diesem Falle die Konzentration an freiem 
Calcium stark zu puffern. Diese Eigenschaften der RyR-1 und Calumenin-Interaktion haben 
so einen Einfluss auf die idiopathisch ausgedehnte Cardiomyopathie (Grzeskowiak et al., 
2003). Im Gegensatz hierzu scheint die Interaktion von Calumenin und der SERCA 
inhibierend zu sein, da die Calcium-Aufnahme in das sarcoplasmatische Retikulum gestört ist. 
Calumenin scheint hier eine Rolle bei der Muskelkontraktion zu spielen. 
 
  Calumenin kann somit in Blick auf den Calcium-Leckstrom des endoplasmatischen 
Retikulums und auf die Calcium-Homeostase eine Wirkung haben. Da alle anderen Proteine 
der CREC Familie aber über die gleichen Eigenschaften verfügen wie Calumenin, stellt sich 
zudem die Frage, ob nicht ein anderes Mitglied der Familie eine Wirkung auf den Calcium-
Leckstrom besitzt. Parallel zu der Assoziation von Calumenin an Sec63p konnte       
Tyedmers et al. (2005) auch eine Assoziation an Reticulocalbin nachweisen. 
 
4.2.1. Calumenin lokalisiert im ER von PC3-Zellen 
 
  Calumenin wird in Importtests in rauen Mikrosomen transportiert. Dieses Ergebnis  
entspricht den Entdeckungen von von Heijne (1981) sowie Nielsen et al. (1997) in Bezug auf 
die Notwendigkeit einer Signalsequenz für den gerichteten Transport in das ER. Der Verbleib 
des translatierten und transportierten Calumenins in rauen Mikrosomen demonstriert die 
Wirkung der ER-Rückhaltesequenz HDEF (Pelham, 1990; Vorum et al., 1999). Die von Yabe 
et al. (1997) und Honoré et al. (1998) festgestellte Lokalisierung von Calumenin im ER 
wurde mittels Importversuch und Immunfluoreszenz bestätigt. 
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4.2.1.1. Calumenin kann via Immunfluoreszenz im ER nachgewiesen werden. 
 
  Um das Vorkommen von Calumenin in PC3-Zellen zu untersuchen, wurde eine 
immunologische Detektion mit polyklonalen Antikörpern, die aus Kaninchenblut gewonnen 
wurden, durchgeführt. Dabei wurden PC3-Zellen kultiviert und für eine Immunfluoreszenz-
Färbung herangezogen. Calumenin zeigt innerhalb der Immunfluoreszenz Färbung ebenso 
wie Sec62p eine Färbung des endoplasmatischen Retikulums. Diese Färbung bestätigt die von 
Yabe et al. (1997) und Vorum et al. (1999) durchgeführten Immunfluoreszenzfärbungen. 
Zwar zeigte der Antikörper gegen Calumenin in einem Western Blot noch zwei markante, 
unbekannte Banden in einer Kreuzreaktion, welche für die Färbung innerhalb der 
Immunfluoreszenz verantwortlich sein könnten, allerdings konnte derselbe Antikörper 
rekombinantes Calumenin wie Calumenin in RMs spezifisch erkennen. Daher ist 
anzunehmen, dass Calumenin innerhalb der Immunfluoreszenz für die Färbung des ER 
verantwortlich ist. Daher scheint Calumenin im ER zu lokalisieren. 
 
4.2.1.2. Calumenin wird in raue Mikrosomen importiert. 
 
  Um die Funktion der Signalsequenz für den Transport in das ER sowie des Retentionssignals 
(HDEF, Pelham, 1990; Vorum et al., 1999; Honoré et al., 2000; Tyedmers et al., 2005) von 
Calumenin zu testen, wurde ein radioaktiver Importtest durchgeführt, bei dem der Import von 
Calumenin via SDS-PAGE und „PhosphoImaging“ überprüft wurde. Ein Protein in Höhe von 
37 kDa, welches Calumenin sein könnte, wird in raue Mikrosomen transportiert und ist vor 
Proteinase K-Verdau geschützt. Erst die Zugabe von Triton-X 100, das die rauen Mikrosomen 
auflöst, erlaubt einen Abbau des Proteins. Yabe et al. (1979) und Vorum et al. (1999) 
beschreiben für Calumenin eine putative N-Glykosylierungsstelle; eine Glykosylierung 
konnte für das 37 kDa große Proteine allerdings hier nicht beobachtet werden. Durch den 
Importtest konnte der Transport (Signalsequenz) wie der Verbleib (HDEF-Retentionsmotiv) 
von Calumenin in das ER wie aus der Literatur bekannt (von Heijne, 1981; Nielsen et al., 
1997; Pelham, 1990; Vorum et al., 1999; Honoré et al., 2000; Tyedmers et al., 2005) bestätigt 
werden. In Zusammenhang mit 4.2.1.1. bestätigte sich somit die Lokalisierung von 
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4.2.2. Rekombinante Expression und Reinigung von Calumenin 
 
  Um die Interaktion von Calumenin mit Sec63p in vitro zu charakterisieren, wurde 
Calumenin ohne seine Signalsequenz als His6-Fusionsprotein in einem RTS 100 System 
(Roche) bzw. als GST-Fusionsprotein in E. coli synthetisiert. Calumenin wurde durch die 
Firma RZPD aus humanem Gewebe kloniert. Das in E. coli synthetisierte GST-Calumenin lag 
nach Synthese in löslicher Form vor und konnte nach einer Umpufferung und einer 
Konzentrationsbestimmung direkt für nachfolgende Versuche verwendet werden. Das in E. 
coli synthetisierte Calumenin lag bei den gegebenen Parametern in einer Form vor, bei der die 
einfache Reinigung über GSH-Sepharose ausreichte. Daher wurde das rekombinante Protein 
direkt nach einer Umpufferung in den Interaktionsstudien eingesetzt. 
 
  Die Synthese von Calumenin-His6 im RTS 100-System (Roche) war wie die Synthese im E. 
coli System erfolgreich. Allerdings konnte GST-Calumenin an GSH-Sepharose gebunden 
werden, Calumenin-His6 hingegen zeigte keine Bindung an eine Ni-Agarose. Die Synthese 
des Fusionsproteins in E. coli führte zu einem nativen Protein, das auch nach Spaltung des 
Fusionsproteins durch TEV-Protease im nativen Zustand erhalten blieb. Dies bestätigte sich in 
einer Interaktion von GST-Calumenin mit Sec63p aus dem Extrakt von rauen Mikrosomen 
sowie der Interaktion von in E. coli synthetisierter GST-Sec63 J-Domäne bzw. GST-Sec63 C-
Terminus mit Calumenin. Obwohl die Bindungsversuche visuell kaum eine Bindung zeigten, 
konnte die Funktionalität des Fusionsproteins in den Peptidfilter-Versuchen bestätigt werden. 
 
  Das RTS 100-System (Roche) wurde in der Vergangenheit schon häufiger innerhalb des 
Labors für die Synthese von Proteinen erfolgreich eingesetzt (Völzing, Dissertation, 2004). 
Weshalb nun diese Schwierigkeiten bei der Bindung des Fusionsproteins an die Ni-Agarose 
auftraten, lässt sich nicht mit Sicherheit sagen. Vielleicht wurde hier der His6-„tag“ vom 
Protein verdeckt, so dass es zu keiner Bindung kam. Da jedoch Calumenin auch als GST-
Fusion vorlag, wurde dieses für die Arbeit benutzt. 
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4.2.3. Calumenin interagiert Calcium-unabhängig mit Sec63p 
 
  Wie schon durch Tyedmers et al. (2005) gezeigt, co-immunpräzipitiert Calumenin mit 
Sec63p. Da Sec63p über eine putative Bindestelle für Calmodulin (Calmodulin, ein             
EF-Hand-Protein des Cytosols) verfügt, könnte Calumenin ebenfalls Ca2+-abhängig mit dieser 
Bindestelle interagieren. 
 
  Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Calumenin Ca2+-unabhängig mit Sec63p, einer 
Komponente des Sec61p-Translokon-Komplexes, interagiert. Calumenin wurde als GST-
Fusionsprotein in E. coli synthetisiert und an GSH-Sepharose immobilisiert. Eine Inkubation 
des immobilisierten Proteins mit einem Extrakt aus rauen Mikrosomen führte in Anwesenheit 
wie in Abwesenheit von Calcium zur Bindung eines Proteins mit einem Molekulargewicht 
von ca. 100 kDa. Das Calcium-unabhängige Bindungsverhalten war ein unerwartetes 
Ereignis, da eine Calcium-Abhängigkeit der Protein-Interaktion zuvor beschrieben wurde 
(Jung et al., 2006; Sahoo und Kim, 2008). Das Protein ließ sich mit einem α-Se63p-
Antikörper immunologisch detektieren. Die gewonnenen Daten erlaubten den vorsichtigen 
Schluß auf eine Calcium-unabhängige Interaktion zwischen Sec63p und Calumenin. Um eine 
weitere Bestätigung der Calcium-abhängigen oder –unabhängigen Interaktion von Calumenin 
mit Sec63p zu erhalten, sollte eine weitere Methode benutzt werden. Diese bestand im Einsatz 
von Peptidfiltern. Dabei diente Calmodulin als positive Kontrolle. Hierbei sollte die Bindung 
von GST-Calmodulin wie GST-Calumenin an verschiedene putative Calmodulin-Bindestellen 
aus diversen Membranproteinen des ER (vor allem Sec61p-Translokon-Komplex und Sec63p) 
untersucht werden. Für Calmodulin konnte bereits eine Calcium-abhängige Bindung an den 
Sec61p-Translokon-Komplex mit verschiedenen Methoden nachgewiesen werden (Erdmann, 
Dissertation, 2009). 
 
  Es wurden dafür Peptidfilter mit 10 verschiedenen Peptidsequenzen hergestellt. Sechs dieser 
Sequenzen entsprachen hierbei putativen Calmodulin-Bindestellen auf dem Sec61p α sowie 
dem Sec63p (Abb. 4.2; Tab. 4.2.). Die weiteren putativen Bindestellen befanden sich auf dem 
N-Terminus des Sec61p γ, sowie dem N- wie C-Terminus des ERj1p. Nach einer Analyse der 
Peptidfilter mittels „PhosphoImaging“ zeigte sich eine teilweise Bindung der [14C]-markierten 
Fusionsproteine an die Peptidspots.  
 
   Die gebundenen Peptidspots entsprachen dem cytosolischen, N
Bindemotiv des Sec61p α, der lumenalen J
der ersten cytosolischen Bindestelle auf dem
3.2.). Keine Bindung zeigte der Versuch für den lumenalen Teil des Sec61p 
die dritte Bindestelle im Sec63p (Tab. 4.2.). Calumenin interagiert mit vorhergesagten 
putativen Bindemotiven des Calmodulin. Die Bindung von Calumenin an Sec63p J
ist vor allem ein Indiz für die Interaktion nach Tyedmers 
in Hinsicht auf den Calcium-Leckstrom eher eine untergeordnete Rolle, da eine Regulierung 
des Leckstroms auf der lumenalen Seite des ERs erfolgen sollte (Giunti 
al., 2009). Die Bindung von Calumenin 
unspezifisch zu sein, da Calumenin wie auch GST 
interagieren. Im Nachfolgenden konnte jedoch eine spezifische Bindung der 
Fusionsproteine an die jeweiligen Peptide der putativen Calmodulin
gezeigt werden. Ob diese Bindestelle eine regulierende Funktion ausübt, verbleibt jedoch 













Abb. 4.2.: Nach Julia Benedix (Diplomarbeit, 2007).
Übersicht über die gefundenen positiven Spots für Sec61p und Sec63p. Nach Tabelle 4.2. finden 
Bindungen an die putativen Calmodulin Bindemotive 1, 5 und 9 statt; 2 
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-terminalem Calmodulin
-Domäne des Sec63p (Abb. 4.2. und Tab. 4.2.) und 
 C-Terminus des ERj1p (Abb. 3.19. und Tab. 
et al. (2005). Der C
et al.
an die erste cytosolische Domäne des Sec63p scheint 
gleich stark mit der Bindestelle 
-Bindestellen des Sec63p 
 




α wie auch für 
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, 2007; Amer et 
beiden 
in und Sec63p 
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Tab. 4.2.: Zusammenfassung der Interaktionsdaten von Calumenin bzw. Calmodulin mit putativen 
Calmodulin-Bindemotiven von Sec61p α und Sec63p. 
Die Daten wurden im Rahmen dieser Arbeit gewonnen, die Sequenzen der putativen Bindestellen 
wurden bioinformatisch bestimmt. + = Bindung; - = keine Bindung; - / + = Unterschiede für 3.2.4.3.1. 
und 2.; Nb: nicht bestimmt. 
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2 - Nb - 





4 - / + + + 




5 + + + 





6 - / + + - / + 




7 - / + + + 
 
 
  Um ein genaueres Bild der Interaktion von Calumenin mit den putativen Calmodulin-
Bindestellen des Sec63p zu erhalten, wurden Peptidfilter mit dem gesamten Sec63p 
hergestellt und mit [14C]-markierten Fusionsproteinen in Anwesenheit von Calcium (oder 
zusätzlich mit EGTA im Falle von Calumenin) inkubiert (vgl. Tab. 4.2.).  
 
  Die Analyse mittels „PhosphoImaging“ zeigte eine Bindung von [14C]-markiertem 
Calumenin an die gleichen Bindestellen wie [14C]-markiertes Calmodulin. Ein wichtiges 
Ergebnis war auch hier die Bindung von Calumenin an die zweite putative Calmodulin-
Bindestelle des Sec63p in Anwesenheit sowohl von Calcium als auch von EGTA. Diese 
Bindestelle liegt in der luminalen J-Domäne des Sec63p. Es konnte damit eine                   
Calcium-unabhängige Interaktion von Calumenin mit der J-Domäne des Sec63p 
nachgewiesen werden. Auch die erste cytosolische Domäne wie der C-Terminus des Sec63p 
wurden bei Anwesenheit von Calcium (oder EGTA) durch die markierten Fusionsproteine 
gebunden. Diese Calcium-unabhängigen Interaktionen sind konform mit dem Ergebnis der 
„pulldown“-Versuche.  
 
   Im Rahmen der Untersuchung zeigte sich auch eine Bindung der Fusionsproteine an zwei 
weitere Peptidsequenzen des Sec63p, die keine Sequenzähnlichkeit mit einer putativen 
Calmodulin-Bindestelle besitzen (Abb. 4.3.). Sie folgen jeweils der dritten bzw. der
putativen Calmodulin-Bindestelle des Sec63p. Diese Bindungen sind für Calumenin ebenfalls 
Calcium-unabhängig. Es zeigte sich jedoch bei beiden eine stärke Bindung in Anwesenheit 
von EGTA, so dass sich die Frage stellt, ob Calumenin nicht eine 
diese Bindungen spielt oder ob es einfach aufgrund der Ladungen (Abb. 4.3.A.) oder einer 
bestimmten Konformation zu einer unspezifischen Bindung kommt. 
unabhängige Bindung der Fusionsproteine 
putative NLS, die „coiled coil“
Da diese Bereiche über stark positive Ladungen verfügen, ist die Interaktion von Calumenin 
kritisch zu betrachten; es könnte hier ebenfalls eine unspe
 
  Calumenin ist den vorliegenden Ergebnissen nach 
des sekretorischen Weges (Yabe 
den von Jung et al. (2006) sowie Sahoo und Kim (2008) 
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Abb. 4.3.: Übersicht über Peptidsequenzen des Sec63p Peptidfilters.
Gezeigt werden die Peptidsequenzen der Spots des Sec63p Peptidfilters, welche ke
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regulatorische Rolle über 
wurden zudem weitere Bere
-Domäne sowie die Sec62p-Interaktionsdomäne des Sec63p
zifische Bindung vorliegen.
ein Calcium-bindendes 
et al., 1979; Vorum et al., 1999), welches im Gegensatz zu
untersuchten Proteinen 
-Membran interagiert.  
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  Jung et al. (2006) konnten in GST-Bindungstests wie in Co-Immunpräzipitationsversuchen 
eine Calcium-abhängige Interaktion von Calumenin mit dem Ryanodin Rezeptor 1 
nachweisen. Zudem konnte Jung et al. (2006) mittels einer Adenovirus-vermittelten 
Überexpression von Calumenin in C2C12 Myoblasten einen erhöhten Koffein-induzierten 
Calcium-Ausstrom sowie eine verminderte Depolarisations-induzierte Calcium-Aufnahme 
beobachten. Sahoo und Kim (2008) nutzten ebenfalls ein Adenovirus-System, um den Effekt 
einer Überexpression von Calumenin auf die Calcium-Ströme in neonatalen Rattenherzen zu 
untersuchen. Parallel führten Sahoo und Kim (2008) eine Co-Immunpräzipitationsstudie 
durch, die eine Interaktion von Calumenin und der SERCA zeigte. Es sollte daher im Rahmen 
einer Weiterbearbeitung der Calumenin-Sec63p-Interaktion ein Überexpressionsexperiment 
für Calumenin in Zusammenhang mit einer Hemmung der SERCA durchgeführt werden, um 
eine Wirkung des erhöhten Pegels an Calumenin auf den Leckstrom durch die Pore des 
Sec61-Translokon-Komplexes zu untersuchen. Eine weitere Möglichkeit wäre die „black lipid 
bilayer“ Methode (Römer, 2004), bei der gereinigte Sec61p-Komplexe zusammen mit Sec63p 
in eine Lipid-Doppelschicht eingebaut werden. Durch Zugabe von Calumenin und eines 
Calcium-Gradienten könnte der Leckstrom bzw. die Interaktion der Proteine 
elektrophysiologisch gezielt untersucht werden. Welche Funktion die Interaktion zwischen 
Calumenin und Sec63p nun erfüllt muss noch genauer untersucht werden. Abbildung 4.4. 
verdeutlicht die sich aus den Ergebnissen ergebenden Deutungsmöglichkeiten:  
 
  a) Calumenin könnte in diesem System ein einfacher Calcium-Puffer sein, oder  
 
  b) Calumenin ändert die Konformation des Sec63p durch Bindung an die J-Domäne und 
variiert dadurch die Funktion des Sec63p innerhalb des Sec61p-Translokon-Komplexes, oder  
 
  c) Calumenin reguliert durch die Bindung an die J-Domäne des Sec63p die Interaktion von 

















Abb. 4.4.: Systematische Darstellung des Sec61p
Calumenin reguliert Calcium unabhängig Sec63p, dient als Calcium
 
 
  Für STIM1 konnte durch Liou 
die Bindung von Calcium an die 
die Aktivierung der CRAC-Kanäle beeinflusst. Hierbei öffnet die nicht Calciu
Konformation die CRAC-Kanäle, wohingegen die Calcium
Aktivierung führt. Ein ähnlicher Mechanismus könnte auch bei Calumenin mit seinen sieben 
EF-Hand-Motiven im Falle des Sec63p vorliegen. Dabei wäre es egal, ob Calumen
in An- / Abwesenheit von Calcium bindet: Bei gebundenem Calcium könnte wie oben bereits 
erwähnt eine Konformationsänderung innerhalb der Interaktion 
Calumenin auftreten. Die Änderung der Konformation könnte daraufhin Auswirkungen auf 
den Leckstrom oder die Proteinsynthese nach sich ziehen. Ebenso könnte eine Trennung der 
Funktionen bezüglich der Calcium
vorliegen. So konnten Chigri 
Transportkomplexes bei Chloroplasten, zeigen, dass dessen Dehydrogenase
seiner Calcium-abhängigen Bindung an Calmodulin entkoppelt ist. Tic32p kann 
entweder NADPH reduzieren oder mit Calmodulin Calcium
Proteinen regulieren. Im Falle von Calumenin und Sec63p könnte ebenfalls eine solche 
Entkopplung in Bezug auf die umgebende Calcium
hier dann als Calcium-Speicher und interagiert wie in den Ergebnissen gezeigt Calcium
unabhängig mit Sec63p. 
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-Translokon-Komplex mit Calumenin und BiP.
-Puffer oder interagiert mit BiP
et al. (2005) sowie Zhang et al. (2005) gezeigt werden, dass 
EF-Hand des Proteins den Calcium-Einfluss in das ER sowie 
-gebundene Form zu keiner 
zwischen 
-Bindung und der Interaktion von Calume
et al. (2006) für Tic32p, ein Protein des inneren 
-abhängig den Transport von 
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4.2.4. Calumenin wird bei ER-Stress nicht überproduziert 
 
  Unter Einsatz von Stressoren des ERs (Tunicamycin und Thapsigargin) sollte die 
Regulierung von Calumenin in PC3-Zellen untersucht werden. Nach einer Wachstumsphase 
der Zellen wurde ein ER-Stress durch Zugabe von Tunicamycin oder Thapsigargin ausgelöst, 
die gestressten Zellen geerntet und via SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Hierbei 
zeigte sich keine Regulierung von Calumenin. Calumenin ist daher ein ER-ständiges Protein, 
welches nicht an der UPR aufgrund von Tunicamycin und Thapsigargin beteiligt zu sein 
scheint. 
 
  Tunicamycin inhibiert die Glykosylierung von Proteinen (Cronin, Rao und Hampton, 2002; 
Reimertz, et al., 2003) und führt somit zur Aktivierung der UPR. Da Calumenin ein             
EF-Hand-Protein des ER darstellt, jedoch kein Chaperon ist, ist keine Regulierung bei 
Tunicamycin induziertem ER-Stress zu erwarten. Im Gegensatz zu Tunicamycin löst 
Thapsigargin einen Stress des ERs durch die Blockierung der SERCA aus und reduziert damit 
die Calcium-Aufnahme in das ER (Thastrup et al., 1990). Im Folgenden wird daher der 
Calcium-Leckstrom in das Cytosol erhöht. Ong et al. (2007) konnten in diesem 
Zusammenhang zeigen, dass bei Inhibierung der SERCA durch Thapsigargin sowie bei 
gleichzeitiger Inhibierung der Initiationsphase der Proteinsynthese durch Pactamycin, es zu 
einer sichtbaren Entleerung des ER-internen Calcium-Speichers kommt. Gleichzeit wird die 
„store operated Ca2+ entry“ Antwort (SOCE) aktiviert, welche zu einer Translozierung des 
Proteins STIM1 zu der Plasmamembran führt. Hier interagiert STIM1 mit Orai1 und aktiviert 
so den SOCE-assoziierten Einstrom von Calcium (Zhang et al., 2005; Spassova et al., 2006; 
Gross et al., 2007; Liao et al., 2008; Calahan, 2009; Yuan et al., 2009).  
 
  In Zusammenhang mit der Inhibierung der SERCA und der Proteinsynthese, sollten die 
Calcium-speichernden Proteine des ERs, vor allem die EF-Hand-Proteine wie Calumenin, den 
Calcium-Leckstrom stärker regulieren. Da Calumenin jedoch nicht hochreguliert vorliegt 
stellt sich die Frage, ob auch die anderen Mitglieder der CREC-Familie (Yabe et al. 1998; 
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4.3. Calcium-Leckstrom des endoplasmatischen Retikulums 
 
  Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Interaktion von Calumenin, einem ER-lumenalen        
EF-Protein, und Sec63p, einem J-Domänen-Protein, welches mit dem Sec61p-Translokon-
Komplex assoziiert, genauer untersucht werden. Calumenin wurde mit Sec63p in einem 
Versuch von Tyedmers et al. (2005) co-immunpräzipitiert. Durch Erdmann (Dissertation, 
2009) wurde eine Beteiligung des cytosolischen EF-Hand-Proteins Calmodulin an dem 
Calcium-Strom über den Sec61p-Translokon-Komplex nachgewiesen. Eine Beteiligung des 
Sec61p-Translokon-Komplexes am basalen Leckstrom des endoplasmatischen Retikulums 
wurde durch Heritage und Wonderlin (2001) gezeigt. Diese Beteiligung wurde in jüngster 
Zeit mehrfach bestätigt (Pinton und Rizzuto, 2006; Vanden Abeele et al., 2006; Guinti et al., 
2007; Nelson et al., 2007; Verbert et al., 2008; Chami et al., 2008; Tu et al., 2008; Amer et 
al., 2009).  
 
  Eine Frage, die sich nun stellte, war, ob Calumenin über Sec63p einen Einfluß auf den 
Leckstrom des endoplasmatischen Retikulums besitzt. Es konnte eine Calcium-unabhängige 
Interaktion von Calumenin und Sec63p über ein putatives Calmodulin-Bindemotiv an der J-
Domäne des Sec63p festgestellt werden. Eine Kontrolle mit Calmodulin kam zu einem 
vergleichbaren Ergebnis. Daher stellt sich nun die Frage, in welchem Zusammenhang die 
Calcium-Unabhängigkeit der Interaktion mit der erhöhten Konzentration an Calcium bei 
einem Leckstrom erklärt werden kann. Zeigt Calumenin vielleicht eine ähnliche 
Funktionalität wie Tic32p (Chigri et al., 2006) in Abhängigkeit des gebundenen Calciums? 
Wirkt sich dies auf die Konformation des Sec63p aus? Diese Fragen sollten durch weitere 
Versuche zur Interaktion von Sec63p mit Calumenin in Bezug auf unterschiedliche 
Beladungen der EF-Hände mit Calcium oder mit Deletionsmutanten von Calumenin 
beantwortet werden. Es bieten sich weiterhin elektrophysiologische Untersuchungen mit den 
Mutanten von Calumenin an. 
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  Eine Alternative zu dem Calcium-Leckstrom über den Sec61p-Translokon-Komplex stellt 
ein Calcium-Strom über Presenilin dar (Thinakaran und Sisodia, 2006; Tu et al., 2006;  
Nelson et al., 2007). Die Preseniline PS1 und PS2 spielen bei der Alzheimer-Erkrankung eine 
wichtige Rolle. Presenilin wird ubiquitär exprimiert und ist das katalytische Kernstück des            
γ-Sekretase-Komplexes, der die intra-membrane Proteolyse der β-Amyloid Vorläuferproteine 
durchführt (Tinakaran und Sisodia, 2006). Tu et al. (2006) konnten zeigen, dass PS1 und PS2 
einen passiven Calcium-Kanal im endoplasmatischen Retikulum ausbilden können, der bis zu 
80% des Calcium-Leckstroms ausmacht. Die Aktivität als Kanal ist jedoch unabhängig von 
der Aktivität innerhalb der γ-Sekretase. Mutation innerhalb der PS1 und PS2 führen nach 
Nelson et al. (2007) zu einer gestörten Calcium-Homeostase. 
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5. Zusammenfassung 
 
  In der vorliegenden Arbeit wurde ERj7p als Bestandteil des HSP70 / HSP40-Netzwerkes des 
endoplasmatischen Retikulums charakterisiert. Das HSP40-Homolog ERj7p wurde in E. coli 
synthetisiert und eine HSP70 / HSP40-typische Interaktion von ERj7p mit BiP nachgewiesen, 
bei der die ATPase-Aktivität von BiP stimuliert wurde. Die Affinität von ERj7p zu BiP wurde 
im Biacore-System bestimmt. Aufgrund einer Hochregulierung von ERj7p bei Tunicamycin-
induziertem ER-Stress kann spekuliert werden, ob ERj7p eine ähnliche Funktion wie ERj4p 
bei der Regulierung der Faltung von Proteinen einnimmt. Es wurde daher ein weiteres 
Element des HSP70 / HSP40-Chaperonnetzwerk des ERs charakterisiert. 
 
  Darüber hinaus wurde die Interaktion von Calumenin, einem EF-Hand-Protein des ERs, mit 
Sec63p, einer Einheit des Sec61p-Translokon-Komplexes, in Bezug auf ihre Calcium-
Abhängigkeit untersucht. Calumenin wurde in E. coli synthetisiert und seine Funktionalität 
durch die Interaktion mit Sec63p aus rauen Mikrosomen des ERs gezeigt. Die Interaktion von 
Calumenin und Sec63p war jedoch Calcium-unabhängig. Eine Interaktion von 
rekombinantem Sec63p und Calumenin konnte nicht nachgewiesen werden. Weiterhin wurde 
die Bindung von Calumenin an putative Bindemotive innerhalb des Sec63p untersucht. Es 
wurde eine Bindung von Calumenin an ein putatives lumenales Bindmotiv innerhalb der        
J-Domäne des Sec63p nachgewiesen. Die Bindung erfolgte für Calumenin                    
Calcium-unabhängig. Aus diesen Daten kann man vorsichtig den Schluss ziehen, dass eine 
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5. Summary 
 
  In the present work ERj7p was characterised as a component of the HSP70 / HSP40 network 
of the endoplasmic reticulum. A typical HSP70 / HSP40 interaction could be shown between 
ERj7p and BiP, and the ATPase activity of BiP was stimulated by this interaction. The 
affinity of ERj7p to BiP was determined in the Biacore system. Because of the upregulation 
of ERj7p during tunicamycin induced ER stress, one can speculate, that the function of ERj7p 
is similar to ERj4p in regulating the (re-)folding of proteins. 
 
  In addition, the interaction of Calumenin, an EF-hand protein of the ER, with Sec63p, a 
subunit of the Sec61p translocon complex, was examined concerning its calcium dependency. 
Calumenin interacted calcium independently with Sec63p from rough microsoms of the ER. 
This interaction could not be shown for recombinant Sec63p and Calumenin. Furthermore the 
interaction of Calumenin with putative binding motives within the Sec63p was examined. A 
binding of Calumenin to the putative lumenal binding motive within the J-domain of the 
Sec63p could be shown. The binding was calcium independent for Calumenin. So from this 
data, it can be carefully concluded, that Calumenin is interacting directly with Sec63p. 
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